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1 Einleitung
Shigatoxin-bildende Escherichia coli (STEC) erreichen als lebensmittelhygienisch-
relevante Krankheitserreger zunehmend an Bedeutung (OLIVEIRA et al., 2007). Sie
können beim Menschen Erkrankungen auslösen, die von milder Diarrhoe bis zum
lebensbedrohlichen hämolytisch-urämischen Syndrom (HUS) reichen (JENKINS
et al., 2003; WERBER et al., 2008). Hauptverantwortlich für das humanpathogene
Potential von STEC ist das zytotoxische Shigatoxin (Stx) (MIKO und BEUTIN, 2009).
Daneben wurden einige weitere Gene entdeckt, die in der Literatur als Patho-
genitätsfaktoren diskutiert werden. Der Nachweis von STEC erfolgte schon aus
zahlreichen Säugetieren, aber auch aus Vögeln und Muscheln (PIERARD et al., 1997;
GOURMELON et al., 2006; LEOTTA et al., 2006; TASARA et al., 2008). Jedoch werden
vor allem Hauswiederkäuer als Hauptreservoir für STEC angesehen. Insbesondere
Rinder wurden häufig als Infektionsquelle für den Menschen identifiziert. In den
letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass Wildwiederkäuer als STEC-Ausscheider
und als mögliche Infektionsquelle für den Menschen nicht zu unterschätzen
sind (BARTELS und BÜLTE, 2010). Bisher sind in der Literatur jedoch nur wenige
Studien vorhanden, die die STEC-Prävalenz und eine Charakterisierung von STEC-
Isolaten bei Wildwiederkäuern untersucht haben.
Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit das Vorkommen von STEC in
bayerischen Wildwiederkäuern zu untersuchen. Des Weiteren sollten gewonnene
STEC-Isolate sowohl genotypisch, als auch phänotypisch näher charakterisiert
werden. Hierfür erfolgte ein Screening der Proben mittels mulitplex Real-Time PCR
auf die Shigatoxingene stx1 und stx2. Stx-positive Isolate wurden auf die weiteren
Virulenzgene eae, hlyA und saa, sowie auf die stx-Subypen stx1c, stx1d und stx2c,
stx2d, st2e sowie stx2f untersucht. Des Weiteren wurden die gewonnenen Isolate
serotypisiert.
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2 Literatur
2.1 Wildwiederkäuer – Jagd und Verzehr
Wildwiederkäuer gehören zoologisch der Ordnung Artiodactyla (Paarhufer) und
der Unterordnung Ruminantia (Wiederkäuer) an. Weiter wird in die beiden Fa-
milien Cervidae (Geweihträger) und Bovidae (Hornträger) unterteilt. In Europa
sind die Cervidae Reh (Capreolus capreolus), Sikahirsch (Cervus nippon), Damhirsch
(Dama dama), Rothirsch (Cervus elaphus) und Elch (Alces alces), sowie die Bovidae
Gams (Rupicapra rupicapra), Steinbock (Capra ibex) und Mufflon (Ovis orientalis)
heimisch (CLAUSSEN und DAVID, 2000; N.N., 2008a). Der kleinste Geweihträger
in Deutschland ist das Reh, gefolgt vom Sika-, Dam-, Rothirsch und Elch (N.N.,
2008a).
Das Reh erreicht durch seine hohe Anpassungsfähigkeit in Mitteleuropa den
größten Bestand unter den Cervidae (Abbildung 2.1). In Deutschland leben ca. zwei
Millionen Rehe (CLAUSSEN und DAVID, 2000; N.N., 2010c). Das Sikawild kommt
ursprünglich aus dem asiatischen Raum, importierte, ausgesetzte oder aus Gehegen
ausgebrochene Tiere haben sich jedoch in den europäischen Wäldern angesiedelt.
Bei den Damhirschen wird angenommen, dass sie vor ca. 130 000 Jahren in Europa
weit verbreitet waren, durch die Eiszeit jedoch in den Mittelmeerraum gedrängt
wurden. Daher sind die heutzutage wildlebenden Damhirsche ebenfalls auf Aus-
setzungen zurückzuführen. In Deutschland wird der Damhirschbestand auf etwa
80 000 Tiere geschätzt. In Mitteleuropa ist der Rothirsch heutzutage, im Gegensatz
zu früher, ein reiner Bewohner der großen Wälder (Abbildung 2.1). Aktuell liegt
der Rothirschbestand bei etwa 90 000 Stück in Deutschland (CLAUSSEN und DAVID,
2000; N.N., 2010a). Der Elch ist die größte Hirschart der Welt. Früher war er in den
Wäldern Eurasiens weit verbreitet. In der heutigen Zeit ist der Elch in Skandinavien,
3
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in der Gemeinschaft Unabhängiger Staaten der ehemaligen Sowjetunion und in
Polen anzutreffen. In Mecklenburg-Vorpommern und Brandenburg wurden in
letzter Zeit eingewanderte Elche aus Polen gesichtet (CLAUSSEN und DAVID,
2000). In Bayern sind die genannten Cervidae bis auf den Elch gleichfalls vertreten.
Der Nationalpark Bayerischer Wald bietet vor allem Lebensraum für Rehe und
Rothirsche (HEURICH et al., 2010). Die Rehdichte wird auf ein bis fünf Rehe pro
km2 geschätzt, der Rothirschbestand beträgt etwa 430 Tiere (HEURICH, 2010).
Abbildung 2.1 Männliche Exemplare von Reh (Capreolus capreolus) (Foto: Norbert Wimmer)
und von Rothirsch (Cervus elaphus)
Im Bundesjagdgesetz (BJG) § 2 Absatz 1 sind alle in Deutschland jagdbaren Tierar-
ten aufgelistet. Diese Tierarten definieren den Begriff Wild. Dem Haarwild gehört
jedes Wild an, das ein Fell trägt (KUJAWSKI, 2009). In der Jägersprache werden
die Paarhufer als Schalenwild bezeichnet. Dieses zählt, mit Ausnahme des Rehs,
zum Hochwild. Das Reh gehört dem Niederwild an. Ein weiterer Fachbegriff ist
die Jagdstrecke. Sie definiert die Gewichtsmenge oder die Stückzahl des erlegten
Wildes in einem Jagdrevier bezogen auf das Jagdjahr (KUTZER, 2000). Im Jagdjahr
4
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2006/07 betrug die Jagdstrecke in Deutschland 27 678 t. Über die letzten Jahre
hinweg betrachtet sind die Menge an Wildbret aus heimischer Jagd sowie der
Import angestiegen (GERING, 2004; N.N., 2010b). Wildbret vom Reh weist mit etwa
11 000 t im Jahr 2006/07 die größte Menge auf. Deutlich niedriger liegt das andere
Haarwild, wie Rothirsche mit ca. 3 500 t und Damhirsche mit ca. 1 600 t (N.N.,
2010b).
Das Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
geht von einem Jahresverbrauch pro Kopf von 450 g Wildfleisch aus (KUJAWSKI,
2009). 450 g entsprechen ungefähr 1 Prozent des gesamten Fleischkonsums eines
Bundesbürgers pro Jahr (KUJAWSKI, 2009). Trotz der niedrigen Prozentzahl bedeu-
tet dies, dass der Wildfleischkonsum in den letzten zehn Jahren in Deutschland
zugenommen hat. Diese Zunahme ist auch in Zusammenhang mit Gammelfleisch-
skandalen und der Nachfrage nach qualitativem ’Ersatzfleisch’ zu sehen (GERING,
2004; LEHMANN et al., 2006).
Laut HURLIN und SCHULZE (2007) wird in Deutschland ein Selbstversorgungsgrad
an Wildfleisch von etwa 64 Prozent erreicht, wobei ca. 3 Prozent aus landwirt-
schaftlicher Wildhaltung stammen. NADERER und HUBER (2005) zufolge bietet
die landwirtschaftliche Wildhaltung besonders Zu- und Nebenerwerbslandwir-
ten einen sich lohnenden Betriebszweig, sodass in Zukunft mit einem höheren
Selbstversorgungsgrad für Wildfleisch gerechnet werden kann. Derzeit kommt
Wildbret vom Reh größtenteils aus heimischen Gebieten. Anderes Haarwild wird
dagegen meist importiert, wobei Neuseeland als bedeutendstes Exportland auf-
zuführen ist (GOLZE, 2005; RIEMELMOSER und RIEMELMOSER, 2006; KUJAWSKI,
2009). Nach FREUDENREICH (2000) ist Deutschland weltweit der größte Importeur
von Wildbret.
Da Wildfleisch nach wissenschaftlichen Erkenntnissen ein hochwertiges, fettarmes,
mineralstoffreiches und proteinhaltiges Produkt darstellt, wird es in Deutschland
gerne als Nahrungsmittel verzehrt. Weitere Vorzüge ergeben sich aus der naturge-
mäßen Ernährung der Tiere und dem fehlenden Einsatz von Hormonen. Allerdings
wird als Nachteil das hygienische Risiko von Wildfleisch aufgeführt (HURLIN
und SCHULZE, 2007). Durch fehlerhaftes Aufbrechen und Handling des erlegten
Wildes kann es zu bakteriellen Kontaminationen des Fleisches führen. Zusätzlich
treten beim Wildtier zahlreiche Infektionen auf, die beim Menschen ebenfalls zu
5
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Erkrankungen führen können, sogenannte Zoonosen. Zoonosen beim Wildtier kön-
nen verminöser, bakterieller oder virologischer Natur sein. Bezüglich bakterieller
Infektionen können Salmonellen, Listerien und Shigatoxin-bildenden E. coli (STEC)
zu gefährlichen Erkrankungen beim Menschen führen (CLAUSSEN und DAVID,
2000; CONRATHS et al., 2004).
2.2 Shigatoxin-bildende Escherichia coli (STEC)
Der deutsche Kinderarzt Theodor Escherich isolierte 1885 aus dem Stuhl von
Säuglingen ein bis dahin unbekanntes Bakterium und bezeichnete es Bacterium
coli commune (ESCHERICH, 1885). 1958 wurde es zu Ehren seines Entdeckers off-
ziell in Escherichia coli (E. coli) umbenannt (KUHNERT et al., 2000). Taxonomisch
wird das Genus Escherichia wie zahlreiche andere gram-negative Bakterien in die
Familie Enterobacteriaceae eingeordnet (NATARO und KAPER, 1998). Neben den
apathogenen, intestinal kommensalisch lebenden E. coli entstanden im Laufe der
Evolution Stämme mit pathogenem Potenzial für Mensch und Tier (Abbildung 2.2).
So vermutete LAURELLE (1889) schon einen Zusammenhang von E. coli mit einem
Durchfallgeschehen. Mittlerweile konnte dargelegt werden, dass nicht nur ente-
ropathogene, sondern auch extraintestinal pathogene E. coli vorkommen. Letztere
unterteilt man in die Gruppe der uropathogenen E. coli (UPEC) und der neonatal
meningialen E. coli (NMEC). Die enteropathogenen E. coli werden in folgende
Kategorien aufgeführt (KUHNERT et al., 2000; KAPER et al., 2004):
• diffus adherente E. coli (DAEC)
• enteroaggregative E. coli (EAEC)
• enterohämorrhagische E. coli (EHEC)
• enteroinvasive E. coli (EIEC)
• enteropathogene E. coli (EPEC)
• enterotoxische E. coli (ETEC)
• Shigatoxin-bildende E. coli (STEC)
Shigatoxin-bildende E. coli erhielten ihre Bezeichnung aufgrund der Entdeckung
von O’BRIEN et al. (1977). Er und seine Arbeitsgruppe konnten in EPEC-Stämmen
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ein Toxin nachweisen, das eine deutlich immunologische, strukturelle und bio-
logische Verwandtschaft mit dem Shigatoxin (Stx) von Shigella dysenteriae Typ 1
aufwies.
Abbildung 2.2 Verwandtschaft pathogener E. coli, nach O′SULLIVAN et al. (2006)
Im gleichen Zeitraum wurde ein Toxin, das auf Verozellen (Nierenzellen von
afrikanischen Meerkatzen) zytotoxisch wirkte, als Verotoxin (Vtx) charakterisiert
und der Bakterienstamm als Verotoxin-bildende E. coli (VTEC) bezeichnet (KONO-
WALCHUK et al., 1977). Es konnte bald nachgewiesen werden, dass es sich beim Stx
und Vtx biochemisch um eine nahezu identische Verbindung handelt. Aus dieser
Erkenntnis heraus können die Begriffe STEC und VTEC, einschließlich des Toxins,
synonym verwendet werden (CALDERWOOD et al., 1996). Im Jahr 1982 wurde
nach zwei Ausbrüchen mit blutigem Durchfall in Oregon und Michigan erstmals
die humanpathogene E. coli-Serovar O157:H7 beschrieben, das als Prototyp der
enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) gilt (RILEY et al., 1983; PANDA et al., 2010).
Schon bald stellte sich heraus, dass diese Serovar Stx produziert und somit zu
den STEC gezählt werden kann. Daher ist das Robert Koch-Institut (RKI) der
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Ansicht, dass EHEC synonym zu STEC/VTEC verwendet werden kann (BUSCH
et al., 2007a). Andere Autoren bezeichnen nur solche Stämme als EHEC, die beim
Menschen das hämolytisch-urämische Syndrom (HUS) oder eine hämorrhagische
Colitis (HC) hervorrufen (LEVINE, 1987; PROULX et al., 2001; BÜLTE, 2002). So
verweisen auch BÜLTE und GOLL (2006) darauf, dass der Begriff EHEC auf der
klinischen Symptomatik basiert und nicht auf dem Virulenzfaktor Stx/Vtx. In
dieser Dissertation wird der Begriff STEC für die stx-positiven Stämme und,
in Anlehnung an LEVINE (1987) und BÜLTE (2002), der Begriff EHEC nur für
humanpathogene Stämme verwendet.
2.2.1 Eigenschaften
E. coli ist 2,0 bis 6,0µm lang, 1,1 bis 1,5µm breit, gram-negativ, Oxidase und Urease
negativ und bildet häufig eine Kapsel. Mit einem Wachstumsoptimum von 37 ◦C
zählt es zu den mesophilen geraden Stäbchenbakterien. Die Generationszeit ist mit
ca. 20 min im Vergleich zu anderen Bakterien relativ kurz. Es gibt sowohl E. coli, die
peritrich Fimbrien besitzen und somit motil sind, als auch unbewegliche (SCHEUTZ
und STROCKBINE, 2005). Die serologischen Eigenschaften basieren auf der Bestim-
mung von sogenannten Oberflächen (O)-, Kapsel (K)- und Hauch (H)-Antigenen.
Die Bezeichnung Hauch rührt von dem charakteristischen Wachstum von begei-
ßelten E. coli her (ORSKOV und ORSKOV, 1983; GYLES, 2007). Als Inhabitant des
Darmtraktes von Mensch und Tier können sie aerob und anaerob wachsen. Im Kot
ist E. coli mit 107 bis 109 koloniebildenden Einheiten (colony forming units, cfu) pro
Gramm präsent und spielt daher auch als Index- bzw. als Indikatororganismus
eine bedeutende Rolle (GYLES et al., 2004; BÜLTE und GOLL, 2006). E. coli zeigt zu
etwa 98 Prozent eine positive Indolreaktion und kann zahlreiche Kohlenhydrate
wie Glukose, Laktose und D-Sorbit fermentieren (GYLES, 1994; BÜLTE und GOLL,
2006; N.N., 1998). Etwa 95 Prozent der E. coli-Bakterien besitzen das Enzym beta-D-
Glucuronidase und können das Substrat 4-Methylumbelliferyl-beta-D-Glucuronid
(MUG) in das bei Anregung mit 366 nm Wellenlänge fluoreszierende 4-Methyl-
Umbelliferon umsetzen (KILIAN und BÜLOW, 1979; EFSA, 2009) (Tabelle 2.1).
STEC besitzen bis auf wenige Ausnahmen die gleichen charakteristischen Ei-
genschaften wie apathogene E. coli. Im Gegensatz zum α-Hämolysin von E. coli,
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Tabelle 2.1 Phänotypische Eigenschaften von STEC im Vergleich zu E. coli
Eigenschaften STEC E. coli Quelle
Sorbit-Fermentation
O157:H7 negativ
90-100 % positiv
ALEKSIC et al. (1992);
SCHEUTZ und
STROCKBINE (2005);
SANCHEZ et al. (2009)O157:H- 50 % negativ
Beta-D-Glucuronidase O157:H7 negativ 96-97 % positiv
KEHL (2002);
CHEEPTHAM und LAL
(2009)
Enterohämolysin ca. 70-95 % positiv negativ BÜLTE und GOLL (2006)
Rhamnose-Fermentation O26 positiv negativ EFSA (2009)
das phänotypisch eine breite, klare Hämolysezone zeigt, besitzen einige STEC-
Stämme als Besonderheit das Enterohämolysin. Phänotypisch stellt sich dies als
eine schmale, trübe Hämolysezone dar (KAPER und O’BRIEN, 1998; SCHEUTZ und
STROCKBINE, 2005; BÜLTE und GOLL, 2006).
Für EHEC O157:H7 konnten jedoch einige Besonderheiten festgestellt werden. Im
Gegensatz zu 90 bis 100 Prozent der E. coli fermentiert die Serovar O157:H7 und
etwa 50 Prozent der Serovar O157:H- kein Sorbit (ALEKSIC et al., 1992; SCHEUTZ
und STROCKBINE, 2005; SANCHEZ et al., 2009). Ein weiteres Charakteristikum der
Serovar O157:H7 ist das Fehlen der beta-D-Glucuronidase und somit kann diese
Serovar nicht zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Serovar O26 zeichnet sich
dagegen durch die Schlüsselreaktion aus, als einziger E. coli den Zucker Rhamnose
umzusetzen (EFSA, 2009). Da bis auf O157:H7 und O26 keine eindeutigen phänoty-
pischen Erkennungsmerkmale für EHEC und STEC entdeckt worden sind, können
diese bis heute nur durch den Nachweis ihrer Virulenzfaktoren, allen voran dem
Shigatoxin, von anderen E. coli unterschieden werden.
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2.2.2 Virulenzgene
Bei STEC/EHEC können zahlreiche Virulenzgene vorkommen. Für STEC ist das
stx-Gen namensgebend und somit das bedeutendste Virulenzgen. Ein weiteres
wichtiges Virulenzgen ist das eae, da dessen Genprodukt Intimin mit einer ho-
hen Humanpathogenität assoziiert ist (FITZHENRY et al., 2002; TRAMUTA et al.,
2008). Im Folgenden werden diese und weitere Virulenzgene näher beschrieben
(Tabelle 2.2).
stx
Das stx-Gen kodiert für das Shiagatoxin und wird als phagencodiertes Gen durch
horizontalen Transfer in das chromosomale Bakteriengenom übertragen (KUHNERT
et al., 2000; O’CLIVER und RIEMANN, 2002). Da eine Neutralisation durch Antiseren
gegen das Shigella dyseneteriae Typ 1 Toxin nur bei der Shigatoxin 1 Varianten
stattfindet, unterscheidet man in die beiden Toxine Stx1 und Stx2 (BÜLTE und
GOLL, 2006). Während Stx2 nur zu 56 Prozent mit der Aminosäuresequenz des
Shigella-Toxins identisch ist, liegt bei Stx1 eine fast vollständige Übereinstimmung
vor (JACKSON et al., 1987). Das stx-Gen kann des Weiteren auch bei Bakterienstäm-
men von Citrobacter freundii und Enterobacter spp. vorkommen (SCHMIDT et al.,
1993).
Lange Zeit wurde angenommen, dass nur bei stx2 Sequenzvariationen existieren
und stx1 ein hochkonserviertes Gen darstellt (NATARO und KAPER, 1998). Stx2 wird
in die Subtypen stx2c, stx2d, stx2e, stx2f und stx2g unterteilt, wobei bei einzelnen
Subtypen nochmals Varianten vorkommen können (MELTON-CELSA et al., 2007).
Von stx1 wurde 1995 der Subtyp stx1c und im Jahr 2002 der Subtyp stx1d entdeckt
(PATON et al., 1995; BÜRK et al., 2003).
Stx1c wurde von PATON et al. (1995) erstmals beschrieben. Bisher wurde stx1c vor
allem aus humanen und ovinen und nur selten aus bovinen Isolaten gewonnen.
Diese Isolate besaßen alle kein eae-Gen (KOCH et al., 2001; ZHANG et al., 2002a;
KUCZIUS et al., 2004). BRETT et al. (2003) konnten bei fünf mit HUS assoziierten Iso-
laten, deren Serovare häufig auch beim Schaf detektiert werden, stx1c nachweisen.
Eine weitere Studie fand nur stx1c-positive Isolate, die mit unblutiger Diarrhoe
oder asymptomatisch beim Menschen verliefen (FRIEDRICH et al., 2002).
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Im Jahr 2002 konnte am Institut für Hygiene und Technologie der Lebensmittel
tierischen Ursprungs der Tierärztlichen Fakultät, LMU München, aus dem Bakteri-
enstamm ONT:H19 aus bovinen Fäzes die Variante stx1d beschrieben werden. Die
Übereinstimmung der Aminosäuresequenz mit dem bekannten Stx1 betrug nur 91
Prozent und wies eine Abweichung von 27 Aminosäuren auf (BÜRK et al., 2003).
SCHMITT et al. (1991) entdeckten bei O157:H-, dass für die Heterogenität bezüglich
dessen Antigenität neben stx2 eine neue Variante, nämlich stx2c verantwortlich
ist. Die Variante stx2c ist ebenso wie stx2 meist assoziiert mit HUS und HC
beim Menschen. Sie konnte alleine, aber auch oft mit stx2 kombiniert, in bovinen
Isolaten und in humanen klinischen Isolaten nachgewiesen werden (BÜLTE, 2002;
FRIEDRICH et al., 2002).
Die Variante stx2d konnte bisher aus bovinen, ovinen, cerviden und humanen Fäzes
isoliert werden, allerdings bisher nicht in Verbindung mit dem eae-Gen (PIERARD
et al., 1998; RAMACHANDRAN et al., 2001; GOBIUS et al., 2003; LEHMANN et al.,
2006; TASARA et al., 2008). Humane stx2d-positive Stämme konnten sowohl von
erkrankten als auch von gesunden Menschen gewonnen werden (KESKIMAKI et al.,
1998; STEPHAN und HÖLZLE, 2000). Ob die postulierte geringe Virulenz von stx2d
allein bedingt ist durch den Subtyp oder aber durch das Fehlen weiterer Virulenz-
gene, ist noch nicht geklärt (BÜLTE und GOLL, 2006). Zudem entdeckten ZHANG
et al. (2005) stx2d-Stämme, die zwar das vollständige Gen besaßen, jedoch das
Toxin nicht exprimierten.
Die Ödemkrankheit der Absatzferkel wird durch stx2e hervorgerufen und ist der
am längsten bekannte stx-Subtyp (WEINSTEIN et al., 1988). Dieser Subtyp bindet
bevorzugt an den Globotetraosylceramid(Gb4)-Rezeptor und nicht wie alle anderen
stx-Subtypen an den Globotriaosylceramid(Gb3)-Rezeptor. Da der Gb4-Rezeptor
nur bei Schweinen vorkommt, wird angenommen, dass stx2e nur selten beim
Menschen zu Erkrankungen führt (DE GRANDIS et al., 1989; FRIEDRICH et al.,
2002). Laut KRAUSE und BEUTIN (2008) ist stx2e dennoch für knapp ein Prozent
der EHEC-Erkrankungen beim Menschen verantwortlich.
Am Institut für Hygiene und Mikrobiologie der Universität Würzburg wurde im
Jahr 2000 eine Prävalenz von 12,5 Prozent der bis dahin unbekannten Variante
stx2f in Taubenkot mittels PCR nachgewiesen (SCHMIDT et al., 2000). Oft besitzen
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stx2f -positive STEC auch das eae-Gen, sie konnten jedoch einige Jahre lang nicht
in Zusammenhang mit Erkrankungen beim Menschen gebracht werden (GROSS-
MANN, 2000; FRIEDRICH et al., 2002). GROSSMANN et al. (2005) betonten dennoch,
dass im Hinblick auf den engeren Kontakt zwischen Mensch und Rassetaube
stx2f eine humanmedizinische Beachtung erfordert. PRAGER et al. (2008) stellten
schließlich den Bezug von stx2f zu Diarrhoe-assoziierten E. coli beim Menschen
her.
Aus den STEC-Serovaren O2:H25 und Ont:H- wurde die Variante stx2g isoliert.
Beide STEC-Stämme waren eae-negativ und konnten zwar aus bovinen, aber nicht
aus humanen STEC-Isolaten nachgewiesen werden (LEUNG et al., 2003).
Da alle genannten stx-Varianten auf temperenten lambdoiden Phagen lokalisiert
sind, können durch horizontalen Transfer apathogene E. coli zu STEC transduziert
werden und umgekehrt STEC-Stämme das stx-Gen verlieren (KARCH et al., 1992;
SCHMIDT et al., 1999; BIELASZEWSKA et al., 2007). Auf diesem Hintergrund basie-
rend, können immer neue Virulenzgen-Variationen bei STEC entstehen. Hohe
Humanpathogenität wird STEC mit den Virulenzgenen stx2, stx2c und eae in
allen Kombinationen zugesprochen (FITZHENRY et al., 2002; UHLICH et al., 2006;
PERSSON et al., 2007; TRAMUTA et al., 2008; CHASSAGNE et al., 2009).
eae
Auf dem LEE (locus of enterocyte effacement), einer chromosomalen Pathogenitäts-
insel, liegt das Virulenzgen eae. Es kodiert für das 94 bis 97 kDa große Membran-
protein Intimin, das eine stabile N-terminale Region und eine variable C-terminale
Region aufweist. Das eae-Gen kann zusammen mit der Pathogenitätsinsel LEE
nicht nur bei STEC, sondern auch bei EPEC, Citrobacter rodentium und Hafnia alvei
vorkommen (JORES et al., 2003). Eae steht dabei für E. coli attaching and effacing, da
durch das Genprodukt Intimin eine enge Adhäsion an das Darmepithel (attaching)
und lokale Degenerationen (effacing) der Mikrovilli zustande kommen. Ein TypIII-
Sekretionssystem transloziert den Intiminrezeptor Tir (die entsprechenden Gene
sind ebenfalls auf LEE kodiert) in die Darmepithelzelle. Intimin kann somit an
Tir binden, die Polymerisation von Aktin bewirken und typische Darmläsionen
hervorrufen (GALLIEN et al., 2000; JORES et al., 2003; SHARMA, 2006).
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1998 wurden mehrere Subtypen des eae-Gens entdeckt. Dabei wurden vier ver-
schiedene Intimintypen als α, β, γ und δ-Intimin definiert. α-Intimin und δ-Intimin
werden im Gegensatz zu dem weitverbreiteten β-Intimin seltener bei STEC gefun-
den. γ-Intimin wird meist in Verbindung mit den Serovaren O157:H7 und O157:H-
nachgewiesen (ADU-BOBIE et al., 1998; OSWALD et al., 2000) Der Subtyp  wurde
erstmals in der Serovar O103:H2 von OSWALD et al. (2000) beschrieben und ist
vor allem in den Serovaren O8, O11, O45, O103, O121 und O165 präsent. Aus
Isolaten von spanischen Rindern konnte die neue Variante ξ bestimmt werden.
Diese wurde von anderen Wissenschaftlern schon von vier STEC-Isolaten aus
Kälbern in Deutschland und Belgien sequenziert, jedoch fälschlicherweise als
Intimin  angesehen. In dieser Studie konnte zudem bestätigt werden, dass ebenso
wie bei STEC vom Menschen, die Intiminvarianten β und γ bei bovinen Isolaten am
häufigsten vertreten sind (BLANCO et al., 2004). Zwischenzeitlich sind 18 Intimin-
Subtypen entdeckt worden, die ZHANG et al. (2002b) mit griechischen Buchstaben
von α (alpha) bis σ (sigma) versehen haben.
Bei Patienten mit HUS oder HC werden meist EHEC-Isolate ermittelt, die das
eae-Gen beherbergen. Aus diesem Grund wird dem Virulenzfaktor Intimin in Zu-
sammenhang mit schwerwiegenden Krankheitsverläufen eine bedeutende Rolle zu-
gewiesen. Die Serovare O157:H7/H-, O26:H11/H-, O111:H2/H-, O103:H2/H8/H-,
O145:H28/H- und O118:H16 sind regelmäßig mit eae assoziiert (BÜLTE, 2002).
BEUTIN et al. (2004) konnten in Deutschland bei etwa 95 Prozent der HUS-Isolate
das eae-Gen nachweisen. Daher sind BLANCO et al. (2006) der Ansicht, dass die
Untersuchung auf Intimin für die Charakterisierung von klinischen Isolaten sowohl
für die Epidemiologie als auch für die Routinediagnostik wertvoll ist.
hlyA
Ein weiteres wichtiges Virulenzgen ist das hlyA, das sich auf einem 60 MDa großen
Plasmid befindet (SCHMIDT et al., 1995; BEUTIN et al., 2007). Es kodiert für das
Enterohämolysin (EhlyA). Andere Autoren verwenden dagegen synonym die
Bezeichnung Ehx (EHEC-E. coli-toxin und zugehörig das ehxA-Gen) (NATARO
und KAPER, 1998). Als porenbildendes Zytolysin zerstört das Enterohämolysin
eukaryotische Zellen (JÜRGENS et al., 2002). Des Weiteren wird vermutet, dass
das Enterohämolysin STEC im Intestinum einen Selektionsvorteil bietet, indem es
durch Erythrozytenlyse Eisen bereitstellt (GYLES et al., 2004). Das hlyA wurde erst-
mals bei EPEC von BEUTIN et al. (1988) beschrieben. Seitdem wurde hlyA häufig bei
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EHEC und somit in Verbindung mit HUS und HC nachgewiesen (BIELASZEWSKA
et al., 2008; PRADEL et al., 2008).
Dennoch ist die klinische Bedeutung dieses Virulenzfaktors umstritten. Untersu-
chungen von BOERLIN et al. (1999) zeigten keinen signifikanten Zusammenhang
von hlyA mit klinischen Erscheinungen. In einer Studie von PRADEL et al. (2008)
konnte jedoch das Enterohämolysin bei 60 Prozent der Patienten mit HUS oder mit
HC beobachtet werden. SCHREIBER (2008) konnte bei 70 Prozent der STEC-Isolate
aus humanen Stuhlproben hlyA detektieren, bei 45 Prozent wurden hlyA und
eae bestätigt. Laut BÜLTE (2001) sind in Deutschland ca. 90 Prozent aller EHEC-
Isolate von Patienten mit HUS oder mit HC hlyA-positiv, allerdings gilt dieser
Prozentsatz auch für STEC-Isolate von symptomlosen Ausscheidern. Phänotypisch
lassen sich hlyA-positive STEC auf gewaschenem Schafblutagar durch eine trübe
Hämolysezone nachweisen. BOCKEMÜHL et al. (1997) zeigten jedoch, dass bis zu
16 Prozent der hlyA-Gen tragenden EHEC keine Hämolyse zeigen und somit ein
’stilles’ hlyA-Gen besitzen.
saa
In Australien konnten PATON et al. (2001) aus der für einen HUS-Ausbruch verant-
wortlichen Serovar O113:H21 ein neues Gen bestimmen, das STEC Autoaggluti-
nations-Adhesin-Gen (saa). Bei zwei weiteren mit HUS und drei mit blutiger
Diarrhoe assoziierten Fällen wurde ebenfalls das saa-Gen gefunden (PATON et al.,
2001; PATON und PATON, 2002). Dieses Gen ist auf einem Plasmid lokalisiert,
kodiert das äußere Membranprotein STEC-Autoagglutinations-Adhesin (Saa) und
ist durchweg mit LEE-negativen, aber überwiegend hlyA-positiven Stämmen as-
soziiert. Die Fähigkeit zur Adhärenz konnte an Hep2-Zellen bewiesen werden.
Saa-positive STEC zeigten hierbei gegenüber saa-negativen Klonen eine deutlich
höhere Anhaftung an die eukaryotischen Zellen. In der Studie von PATON et al.
(2001) konnte ferner herausgestellt werden, dass das Saa ca. 25 Prozent Ähnlichkeit
mit dem äußeren Membranprotein YadA, einem bedeutenden Virulenzfaktor von
Yersinia enterocolitica besitzt. Aufgrund dieser Ergebnisse, könnte saa ein bedeu-
tender Marker für humanpathogene LEE-negative STEC darstellen (PATON und
PATON, 2002).
JENKINS et al. (2003) untersuchten zwei Jahre später das Vorkommen von saa aus
bovinen und humanen STEC. Die Ergebnisse wiesen in diesem Fall auf keinen
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Zusammenhang von saa mit STEC-Isolaten aus HUS-Patienten oder Durchfall-
Patienten hin. Bemerkenswert war jedoch, dass 32 der 56 bovinen Stämmen
saa-positiv waren. Wie auch bei den Untersuchungen von ORDEN et al. (2005)
konnte hier bestätigt werden, dass saa mit LEE-negativen und hlyA-positiven
STEC assoziiert ist. Bisher erwiesen sich ovine und caprine STEC als saa-negativ,
dagegen bovine Stämme mit 50 Prozent und mehr als saa-positiv (JENKINS et al.,
2003; ORDEN et al., 2005). In Südamerika wurde bei Wasserbüffeln saa sogar bei
über 80 Prozent der STEC-Isolate gefunden (OLIVEIRA et al., 2007). Stx1c-positive
Stämme aus Stuhlproben kamen zu 96 Prozent in Verbindung mit saa vor. Diese
stammten sowohl von asymtomatischen Trägern als auch von Diarrhoe betroffenen
Patienten (FRIEDRICH et al., 2003). Die Rolle des saa-Gens als Virulenzfaktor für
STEC bleibt somit fraglich und liefert weiteren Forschungsbedarf (ORDEN et al.,
2005).
astA
SAVARINO et al. (1996) beschrieben das astA-Gen, das ein enteroaggregatives
thermostabiles Enterotoxin (EAST 1) kodiert. Dieses wirkt durch Aktivierung einer
Guanylatzyklase enterotoxisch. EAST 1 konnte sowohl bei EHEC als auch bei EAEC
und EPEC nachgewiesen werden (PAIVA DE SOUSA und DUBREUIL, 2001). Aller-
dings konnten STEPHAN und HÖLZLE (2000) bei STEC, die von asymptomatischen
Trägern aus Stuhlproben isoliert wurden, ebenfalls bei etwa 6 Prozent das Gen astA
bestätigen.
katP
Das Gen katP für die Katalase-Peroxidase KatP wurde von BRUNDER et al. (1996)
auf dem Plasmid von O157:H7 entdeckt. Es wird davon ausgegangen, dass KatP re-
aktive Sauerstoffverbindungen der Abwehrzellen spaltet und so die Bakterienzelle
vor Schäden bewahrt (BRUNDER et al., 1996).
iha
Ein weiteres Virulenzgen stellt das Gen iha dar. Es kodiert für das Membranprotein
IrgA homologe Adhesin (Iha). Die Bezeichnung rührt von dem ähnlichen Eisen-
regulierten Gen A (IrgA) von Vibrio cholera her. TARR et al. (2000) stellten die
Vermutung auf, dass Iha bei eae-negativen E. coli die Adhärenz an Zielzellen steigern
könnte. WU et al. (2010) konnten das iha-Gen bei STEC, die von Menschen und
Kühen isoliert wurden, zu etwa 95 Prozent detektieren.
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sepA-I, pas und esp
Die Gene sepA-I, pas und esp kodieren für Proteine des TypIII-Sekretionssystems.
Die Gene für das Sekretionssystem liegen auf der Pathogenitätsinsel LEE (JAR-
VIS und KARPER, 1996; BRUNDER et al., 1997; HAYASHI et al., 2001). TypIII-
Sekretionssysteme kommen bei zahlreichen virulenten gram-negativen Bakterien
vor und stellen bekannte Pathogenitätsfaktoren dar. Das TypIII-Sekretionssystem
von STEC setzt sich aus einer Reihe von Proteinen zusammen, die für die Sekre-
tion der Esp-Proteine zuständig sind. Zusammen spielen sie eine Rolle bei der
Entstehung von Darmläsionen im Rahmen einer EHEC-Infektion (HAYASHI et al.,
2001). FERNANDO DOS SANTOS et al. (2010) konnten die Gene espP und espI bei der
Serovar O113:H21 zu 62 bzw. 35 Prozent identifizieren. KRESSE et al. (1998) konnte
beweisen, dass das Protein Pas für die Sekretion der Esp-Proteine notwendig ist.
subA, subB
Das subA- und subB-Gen für das Subtilase Zytotoxin (SubAB) konnte bisher nur
bei STEC nachgewiesen werden. Das Protein weist jedoch eine Homologie zur
Subtilase von Bacillus anthracis auf (PATON und PATON, 2005; GYLES, 2007). Bisher
konnten die toxischen Effekte von SubAB nur anhand von in vivo Versuchen
in Mäusen erforscht werden. Bemerkenswerter Weise konnten bei den Mäusen
die für HUS typischen Veränderungen festgestellt werden (WANG et al., 2007).
Die Bedeutung dieses Zytotoxins für die Pathogenese der EHEC-Infektion beim
Menschen ist noch nicht vollständig geklärt (PATON und PATON, 2010).
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Tabelle 2.2 Virulenzgene von STEC
Gen Protein Quelle
astA EAST 1 (enteroaggregatives thermostabiles SAVARINO et al. (1991); PAIVA DE SOUSA
und DUBREUIL (2001)Enterotoxin)
eae Intimin JERSE et al. (1990)
esp Esp (extrazelluläre Serinprotease) BRUNDER et al. (1997); JARVIS und
KARPER (1996)
hlyA EhlyA (Enterohämolysin) KARCH et al. (1987); TOTH et al. (1990)
iha Iha (iron-regulated gene A TARR et al. (2000)
homologue adhesine)
katP KatP (Katalase Peroxidase) BRUNDER et al. (1996)
pas Pas (Protein associated with secretion) KRESSE et al. (1998)
saa Saa (STEC Autoagglutinations-Adhesin) PATON et al. (2001)
sepA-I TypIII-Sekretionssystem (secretion of JARVIS und KARPER (1996); HAYASHI et al.
(2001)E. coli proteins)
stx Stx (Shigatoxin) TESH und O’BRIEN (1991)
subA SubAB (Subtilase Zytotoxin) PATON et al. (1999); PATON und PATON
(2010)subB
tir Tir (Intiminrezeptor) JORES et al. (2003)
2.2.3 Shigatoxin
Das Shigatoxin ist eines der potentesten Bakterientoxine. O’BRIEN und LAVECK
(1983) ermittelten einen LD50-Wert in Mäusen von 2µg/20 g Körpergewicht. Stx1
und seine Varianten zeigen verstärkte Toxinsynthese bei niedrigem Eisenlevel,
die Stx2-Produktion wird dagegen deutlich durch Antibiotika wie Mitomycin C
gesteigert (KIMMITT et al., 2000; GYLES et al., 2004; SHIMIZU et al., 2009). Stx2 löst im
Vergleich zu Stx1 schwerwiegendere Erkrankungen beim Menschen aus (SIEGLER
et al., 2003). Eine intra venam Infusion von Stx2 bei Mäusen stellte sich als 400 mal
potenter als Stx1 heraus (TESH et al., 1993). Da Stx2 den Hauptvirulenzfaktor beim
HUS darstellt, wird an der Entwicklung eines humanen Impfstoffes gegen diesen
Subtyp gearbeitet. BENTANCOR et al. (2009) konnten eine DNA-Vakzine herstellen,
die zu einer systemischen Antikörperbildung gegen Stx2 führte und auch in vivo
das Toxin neutralisierte.
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Das Shigatoxin besteht aus einer A-Untereinheit und fünf B-Untereinheiten (LACY
und STEVENS, 1998) (Abbildung 2.3). Bei der 32 kDa großen A-Untereinheit kann
ein ca. 28 kDa großes Peptid (A1) und ein 4 kDa großes Peptid (A2) unterschieden
werden, wobei das A1- und A2-Fragment durch eine Disulfidbrücke miteinander
verbunden sind (KURMANOVA et al., 2007). Die von zwei Cysteinmolekülen
gebildete Disulfidbrücke stabilisiert die A-Kette und verhindert die Dissoziation
von A1 vom Toxin-Rezeptor-Komplex (SAMUEL und GORDON, 1994; GARRED et al.,
1997).
Abbildung 2.3 Aufbau des Shigatoxins (BORELL, 2005)
Jedes B-Monomer ist aus zwei antiparallelen β-Faltblättern und einer α-Helix
aufgebaut und bewirkt als B-Pentamer die Bindung an den spezifischen Gb3-
Rezeptor (FRASER et al., 2004). Eine Ausnahme hiervon stellt Stx2e dar, weil es eine
deutlich höhere Affinität zu dem Gb4-Rezeptor besitzt (NATARO und KAPER, 1998;
PHILPOTT und EBEL, 2003; CORNICK, 2006). Durch rezeptorvermittelte Endozytose
wird das Holotoxin retrograd über den Golgi-Apparat zum endoplasmatischen
Reticulum transportiert (ARAB und LINGWOOD, 1998; SANDVIG und VANDEURS,
2002). An diesem intrazellulären Transport von Stx sind Mikrotubuli, Dynein,
ein Nuklearfaktor und die Proteinkinase δ maßgeblich beteiligt (HEYDERMAN
et al., 2001; TORGERSEN et al., 2007). Nachdem die A-Untereinheit proteolytisch
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gespalten wurde, kann das A1-Peptid, eine N-Glycosidase, an der Position A-
4324 der 28S rRNA des 60S Ribosoms ein Adenin entfernen. Als Folge kann die
Aminoacyl-tRNA nicht mehr andocken und die Proteinbiosynthese fortführen,
was letztendlich im Zelltod endet (LINGWOOD, 1996; KARMALI, 2004). Dieses
Phänomen konnte auch bei bakteriellen Ribosomen beobachtet werden, was zu
der Vermutung führt, dass das Shigatoxin STEC gegenüber anderen intestinalen
Bakterien einen Selektionsvorteil bietet (SUH et al., 1998).
Eukaryotische Zielzellen des Shigatoxins sind die zu den Gb3-reichen Geweben
zählenden Endothelien, das ZNS und die Nierenzellen (OBRIG et al., 1993; PROULX
et al., 2001; KARMALI, 2004). Das Toxin erreicht die Zellen, indem es die Darm-
schranke passiert und sich an Leukozyten gebunden vom Blutkreislauf zu den
Zielorganen transportieren lässt (TE LOO et al., 2001).
2.2.4 Serovare
Die Serotypisierung ist eine gängige Methode in der Epidemiologie und der
medizinischen Diagnostik (KUHNERT et al., 2000). Kauffmann war im Jahr 1944
der erste Wissenschaftler, der E. coli serologisch klassifizierte und 20 O-Antigene
beschrieb (GYLES, 1994). Seitdem wurde das Kauffmann-White-Schema auf heute
170 O-, 100 K- und 56 H-Antigenen für E. coli-Serovare erweitert (BÜLTE und GOLL,
2006). Mittlerweile sind mehr als 100 Serovare der STEC mit Erkrankungen beim
Menschen assoziiert (BROOKS et al., 2005). Dies ist darin begründet, dass STEC-
Serovare durch horizontalen Gentransfer Virulenzfaktoren übertragen bekommen
können. So sind z.B. die beiden Serovare O100:H- und O127:H40 erst seit 2000 in
Europa als Krankheitsverursacher in Erscheinung getreten (ORTH et al., 2006).
O157:H7 war die erste Serovar der STEC, das als Ursache für eine lebensmittelbe-
dingte Infektion beim Menschen entdeckt wurde (KARMALI et al., 1983; RILEY et al.,
1983). Diese Serovar ist in den USA für die meisten EHEC-Erkrankungen verant-
wortlich und seit 1994 meldepflichtig. Es wird geschätzt, dass in den USA jährlich
73 000 Krankheitsfälle und 61 Todesfälle durch O157:H7 verursacht werden (MEAD
et al., 2008; MARLER, 2009). In Europa sind der Statistik des European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC) zufolge zehn Serovare für humane
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Erkrankungen am bedeutendsten (Tabelle 2.3). Insgesamt konnten in Europa für
das Jahr 2008 3 159 Fälle bestätigt werden. Im Vergleich zum Vorjahr bedeutet
dies einen Anstieg von fast neun Prozent (LAHUERTA et al., 2010). Aufgrund der
ansteigenden EHEC-Fälle empfiehlt die European Food Safety Authority (EFSA),
dass die EU Mitgliedstaaten ein einheitliches Überwachungsprogramm für STEC
bei Tier- und Lebensmittelproben durchführen. Neben der Serovar O157 sollten
auch O26, O103, O111 und O145 in das Monitoring-Programm aufgenommen
werden (EFSA, 2009).
Tabelle 2.3 Vorkommen von EHEC-Serovaren
in Europa 2007/08 (nach ECDC (2008))
Serovar 1.Quartal 2008 1.Quartal 2007
Fälle Prozent Fälle Prozent
O157 171 66,8 100 59,2
O103 7 2,7 3 1,8
O26 6 2,3 21 12,4
O117 4 1,6 4 2,4
O128 3 1,2 1 0,6
O146 3 1,2 2 1,2
O11 2 0,8 0 0,0
O121 2 0,8 1 0,6
O5 2 0,8 0 0,0
O111 1 0,4 0 0,0
andere 55 21,4 37 21,8
Gesamt 256 100,0 169 100,0
In den europäischen Ländern variiert das Vorkommen von humanbedeutenden
Serovaren in Abhängigkeit vom Land und Zeitraum. So wurde in Ungarn während
des Zeitraums 2000 bis 2006 in fast 50 Prozent der Krankheitsfälle O157:H- nachge-
wiesen (MAG et al., 2010). Diese neue Sorbit-fermentierende Variante O157:H-
wurde erstmals bei einem HUS Ausbruch in Bayern bestimmt (KARCH und
BIELASZEWSKA, 2001). In der Schweiz konnten bei gesunden Menschen in 3,5
Prozent STEC gefunden werden. Diese Isolate gehörten einer Vielzahl verschiede-
ner Serovare an, unter anderem auch O157. Die Isolate O91, O103, O128 und O157
stimmten in ihren serologischen Eigenschaften mit Isolaten aus HUS Patienten
überein (STEPHAN und HÖLZLE, 2000). In Dänemark wurden nicht-O157 Serovare
dreimal so häufig gefunden wie O157 (SCHEUTZ et al., 2000). In Spanien wurde
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neben O157 vor allem O26 bei EHEC-Erkrankungen nachgewiesen (BLANCO et al.,
2003). In Zentralfrankreich konnten alle Isolate aus Lebensmittelproben, Rindern
und HUS-Patienten auf nur vier Serovare zurückgeführt werden: O91:H10/21
und OX3:H-/H21 (PRADEL et al., 2001). In Deutschland ist ebenfalls eine Ab-
weichung von der Statistik des ECDC zu vermerken. Hier sind andere als O157
EHEC-Serovare für 80 Prozent der Gastroenteritis-Fälle verantwortlich (RKI, 2010).
Untersuchungen von WERBER et al. (2008) ergaben, dass die in Deutschland am
häufigsten isolierten Serovare aus Patienten, O157, O103 und O26, nur drei Prozent
der Serovarisolate aus Lebensmitteln repräsentieren. Die Serovar O157:H- konnte
in 13,5 Prozent der Fälle für HUS und in 0,45 Prozent der Fälle für Durchfall
bei Patienten in Deutschland verantwortlich gemacht werden (KARCH und BIE-
LASZEWSKA, 2001). BEUTIN et al. (2007) konnten zeigen, dass die in Deutschland
seltener vorkommenden EHEC-Serovare O8:H19, O22:H8, O91:H21; O113:H21,
O174:H2, O174:H21, O178:H19 und O179:H8 sowohl aus Rindern als auch aus
Diarrhoe- und HUS-Patienten aller Altersklassen isoliert werden können. Zudem
sind diese Serovare überwiegend in Kombination mit stx2 und stx2d vertreten. In
Bayern waren im Jahr 2009 die Serovare O26 und O157 bei EHEC-Infektionen am
meisten vertreten, gefolgt von O145 und O103 (RKI, 2010). In der Tabelle 2.4 sind für
das Jahr 2009 die in Bayern am häufigsten vorgekommenen EHEC/STEC-Serovare
beim Menschen im Vergleich zu Deutschland insgesamt gelistet.
Tabelle 2.4 Vorkommen von EHEC-Serovaren in
Deutschland und Bayern 2009 (nach RKI (2010))
Serovar Deutschland Bayern
O26 52 8
O157 45 8
O103 35 2
O91 28 -
O145 13 3
O111 6 1
andere 656 115
Gesamt 835 139
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2.3 STEC beim Menschen
1983 wurde STEC als lebensmittelbedingte Infektion erstmals von RILEY et al.
(1983) dokumentiert. Seitdem ist die Zahl der EHEC-Erkrankungsausbrüche beim
Menschen weltweit drastisch gestiegen (BETTELHEIM, 2003). 2007 wurden 2905
EHEC-Fälle beim Menschen in 23 EU Ländern bestätigt (EFSA, 2009). In Deutsch-
land wurden im Jahr 2009 836 EHEC-Fälle festgestellt (RKI, 2010). Etwa die Hälfte
der übermittelten EHEC-Erkrankungen, einschließlich HUS, betraf Kinder unter
fünf Jahren. Neben Kindern ist vor allem die Altersgruppe über 60 Jahre mit
ca. zehn Prozent betroffen (RKI, 2006). Eine entscheidende Rolle für eine EHEC-
Infektion spielt neben Alter und Immunstatus die geringe Infektionsdosis von etwa
100 Keimen (KARCH et al., 2000; CAPRIOLI et al., 2005).
Die Klinik einer EHEC-Erkrankung kann sich mit unblutiger Diarrhoe, HC, bis
hin zum lebensgefährlichen HUS äußern (CHART et al., 1993; PRADEL et al., 2008).
HUS besteht aus der Triade akute hämolytische Anämie, Thrombozytopenie und
akutes Nierenversagen. Hinzu können sich Fieber und neurologische Ausfälle
manifestieren (BONNET et al., 1998; WONG et al., 2000). Meist leiden die Patienten
zunächst unter einer HC. Infolge der Inflammation des Dickdarms können Stx und
Lipopolysaccharide die Blut-Darmschranke überwinden und zur Endothelschä-
digung, sowie zur Dysfunktion von Organen führen. Im Nierengewebe kommt
es durch Thrombenbildung zur Ischämie mit Nierenzellschädigungen, bis hin zur
Kortikalnekrose (KARPMAN et al., 1998; GILLESPIE und WONG, 2009). In Europa
stellt HUS die Hauptursache für akutes Nierenversagen bei Kindern dar und
endet in bis zu zehn Prozent der Fälle tödlich (GERBER et al., 2002; PERELLE et al.,
2007). Therapeutisch sind vor allem supportive Maßnahmen wie Flüssigkeits- und
Elektrolytersatz zur Forcierung der Diurese notwendig. Da Antibiotikaeinsatz
vermehrt zu extraintestinalen Komplikationen führte, sind sie in der akuten Phase
kontraindiziert (RKI und BGVV, 1997; RKI, 1999b).
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2.4 Reservoire für STEC
2.4.1 Haustiere
STEC konnte bei zahlreichen Nutztieren wie Hühnern, Schweinen, Pferden und
Wiederkäuern nachgewiesen werden. Untersuchungen bei dänischen Legehennen
und Masthähnchen auf die Serorgruppe O157 im Zeitraum von 1996 bis 2000
ergaben eine Prävalenz von 0,5 bzw. 1,7 Prozent (SCHOUTEN et al., 2005). Bei
Schweinen konnten in den USA ebenfalls STEC-Serovare isoliert werden, die
mit Erkrankungen beim Menschen assoziiert sind (FRATAMICO et al., 2004). In
Deutschland dagegen wiesen STEC-Isolate aus Schweinen nur Serovare auf, die
typischerweise die Ödemkrankheit oder Schweinedysenterie auslösen (WIELER,
2009; MÜFFLING et al., 2007). Auch bei Pferden sind schon STEC ermittelt worden.
1999 stellte das RKI im Zuge einer HUS-Erkrankung bei einem Kleinkind aus
Bayern als wahrscheinlichste Infektionsursache Ponys fest (RKI, 1999a).
Als Hauptreservoir für STEC werden jedoch Wiederkäuer angesehen (ASAKURA
et al., 1998; NAGANO et al., 2004; VU-KHAC und CORNICK, 2008). Mehr als 400
verschiedene STEC-Serovare konnten bei gesunden Rindern isoliert werden und
somit scheint STEC zur normalen Darmflora beim Wiederkäuer zu gehören (BLAN-
CO et al., 2004; NAYLOR et al., 2005). Bei STEC-infizierten Kälbern konnte jedoch in
einigen Fällen Durchfall beobachtet werden (SEPEHRISERESHT et al., 2009). Eine
Studie in den USA ergab bei allen untersuchten Kälbern ein positives Ergebnis für
STEC (CHRISTANCHO et al., 2008). WIELER et al. (2007) beprobten in Deutschland
221 Kälber im Alter von einer bis zwölf Wochen mittels rektalem Tupfer und
wiesen dagegen nur bei 4,5 Prozent der Tiere STEC nach. Bei einer weiteren
Studie in drei deutschen Mastbullenbetrieben und einem Milchviehbetrieb lag
die durchschnittliche Prävalenz von STEC-positiven Rindern zwischen 40 und 60
Prozent. Darunter konnten auch Serovare wie O157, O103 und O26 identifiziert
werden, die in Deutschland eine bedeutende Rolle hinsichtlich humaner Erkran-
kungen spielen (GEUE et al., 2002) (Tabelle 2.3). PERELLE et al. (2007) konnten diese
bedeutenden Serovare ebenfalls bei 2,6 Prozent des beprobten Rinderhackfleischs
und bei 4,8 Prozent der Rohmilchproben feststellen. BEUTIN et al. (2000) konnten
sowohl von Rindern als auch von an Durchfall oder HUS erkrankten Menschen
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die Serovar O116:H16/NM isolieren und somit die Bedeutung von Rindern als
EHEC-Quelle bestätigen. Die fäkale Ausscheidung von STEC ist Untersuchungen
zufolge bei Rindern von der Jahreszeit und der Ernährung abhängig (CIZEK et al.,
1999; STEVENS et al., 2002; VANSELOW et al., 2005).
2.4.2 Wildtiere
Untersuchungen von PIERARD et al. (1997) auf STEC bei Wildfleisch führten zu
positiven Nachweisen bei Wildkaninchen, Wildschweinen, Antilopen und Wildvö-
geln wie Rebhühner, Tauben, Strauße und Fasane. In Japan und Finnland konnten
bei Wildvögeln jeweils bei einer Möwe bzw. bei einer Taube STEC nachgewie-
sen werden (MAKINO et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2002). In England konnten
bei Wildvögeln zu etwa ein bis drei Prozent die Serovar O157 identifiziert wer-
den (WALLACE et al., 1997). Den Ergebnissen einer in Deutschland durchgeführten
Studie von MIKO und BEUTIN (2009) zufolge stellt Wild ein bedeutendes Reservoir
für potentiell humanpathogene STEC dar. Die Hälfte der von ihnen isolierten STEC
aus Hasen, Wildschweinen und Wildwiederkäuern waren Serovare, die schon
mit Erkrankungsfällen beim Menschen in Zusammenhang gebracht wurden. Das
Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) bestätigte 2007, dass STEC häufiger
aus Wildfleisch als aus Rindfleisch nachgewiesen wurde und es mittlerweile eine
größere Gefahr als Rindfleisch für EHEC-Infektionen beim Menschen birgt (BFR,
2007).
Insbesondere Wildwiederkäuer werden neben Rindern als primäres Reservoir
angesehen (BÜLTE, 2002; BARTELS und BÜLTE, 2010). In den USA konnte bei Elchen
eine STEC-Prävalenz von ca. 20 Prozent festgestellt werden (GILBREATH et al., 2009).
Die für dieses Land bedeutendste Serovar O157:H7 konnte beim Weißwedelhirsch
laut einer Studie von RENTER et al. (2001) zu 0,25 Prozent, bei einer anderen Studie
von DUNN et al. (2004) zu 0,3 bis 0,4 Prozent und nach Untersuchungen von RICE
et al. (2003) zu ca. 0,8 Prozent nachgewiesen werden. FISCHER et al. (2001) infizier-
ten sechs Weißwedelhirsche mit der Serovar O157:H7 und konnte die Übertragung
auf einen nicht infizierten Weißwedelhirsch demonstrieren. Die pathologische
Untersuchung der infizierten Weißwedelhirsche ergab, dass STEC vor allem im
Dickdarm über längere Zeit persistieren kann. Die Ergebnisse sprechen zudem
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dafür, dass cervide O157:H7-Stämme sich in einem infizierten Wildwiederkäuer
schneller verbreiten und länger persistieren als bovine oder humane O157:H7-
Stämme (FISCHER et al., 2001).
In Spanien wiesen drei der 206 untersuchten Rektaltupfer von Rothirschen O157:H7
auf. Einer der isolierten Stämme konnte untypischerweise Sorbit fermentieren und
MUG spalten (GARCIA-SANCHEZ et al., 2007). PRITCHARD et al. (2009) konnten in
Großbritannien bei 27 Kotproben von Wildwiederkäuern in einem Fall O157:H7
nachweisen. In Skandinavien führten Studien bei Rentieren, Rot-und Damhirschen,
sowie bei Rehen auf O157:H7 nur zu negativen Ergebnissen (LAHTI et al., 2001;
WAHLSTRÖM et al., 2003). Untersuchungen auf STEC bei Rentieren führten bei
einer Studie in einem Fall, bei einer anderen Studie in drei Fällen zu positiven
Ergebnissen. Dabei handelte es sich immer um STEC mit einem stx1-Gen (ASCH-
FALK et al., 2003; KEMPER et al., 2006). LILLEHAUG et al. (2005) isolierten aus
zwei Rothirschen zwei eae-negative STEC-Stämme der Serovar O103. Der eine
Stamm wurde nur stx1 positiv, der andere dagegen stx1 und stx2 positiv getestet.
In Belgien konnten ebenfalls nur eae-negative STEC bei Fleisch von Rehen, Rot-und
Damhirschen detektiert werden. Hierbei lag die Nachweisrate beim Rothirsch mit
30 STEC-positiven aus 74 Tieren (ca. 41 Prozent) jedoch deutlich höher. Damhirsche
waren zu 22 Prozent und Rehe zu 79 Prozent positiv (PIERARD et al., 1997).
Im Rahmen der Lebensmittelüberwachung wird Wildfleisch in Deutschland re-
gelmäßig beprobt. Am staatlichen Veterinäruntersuchungsamt in Hannover rea-
gierten von 53 Rehfleischproben sechs in der PCR stx-positiv. Davon ergab die
Serotypisierung, dass zwei Stämme Serovare aufwiesen, die schon Erkrankungen
beim Menschen ausgelöst hatten (THOMS, 1999). GALLIEN et al. (1999) führten
bei STEC-positiven Isolaten aus u.a. Hirschbraten, Hirsch- und Wildgulasch ein
Screening auf Virulenzgene und eine stx-Subtypisierung durch. Dabei wurden bei
zwei Proben stx2 und stx2d, bei einer Probe stx1 und stx2 detektiert. Die beiden
Gulaschproben waren zudem hlyA-positiv. Untersuchungen von Wildfleisch im
Rahmen der Lebensmittel-Planproben 2005 ergaben in ca. 15 Prozent STEC-positive
Resultate. Als häufigste Serovar wurde hierbei O146 identifiziert, das zu den mit
humanen Erkrankungen assoziierten Serovaren gehört (HARTUNG, 2007). LEH-
MANN et al. (2006) untersuchten 56 Kotproben von Rehen, Rot- und Damhirschen
in Deutschland (Tabelle 2.5). Davon erwiesen sich etwa 52 Prozent STEC-positiv,
alle jedoch eae-negativ. Keines der STEC-Isolate gehörte der Serovar O157 an, jedoch
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konnten mit den Serovaren O21, O128 und O146 potentiell humanpathogene Isolate
identifiziert werden (BARTELS und BÜLTE, 2010).
Tabelle 2.5 Vorkommen von STEC bei Wildwiederkäuern in Deutschland
Proben von Wild Anzahl STEC-positiv Quelle
Rehfleisch 53 6 (11%) THOMS (1999)
Hirschfleisch keine Angabe 2 GALLIEN et al. (1999)
Kot von Rehen, Rot- und Damhirschen 56 29 (52%) LEHMANN et al. (2006)
Wildfleisch1 162 24 (15%) HARTUNG (2007)
Wildfleisch1 123 13 (11%) HARTUNG (2008)
Hirsch 15 3 (20%) DIEPOLDER (2008)
Reh 61 19 (31%) DIEPOLDER (2008)
Damwild 7 0 DIEPOLDER (2008)
1keine genaueren Angaben vorhanden
2.5 Infektionswege
Die Übertragungswege für STEC sind vielfältig (SNEDEKER et al., 2009) (Abbil-
dung 2.4 und Tabelle 2.6). Eine Möglichkeit stellt der direkte Kontakt zu tierischen
oder zu humanen Ausscheidern dar. So ereignete sich in Großbritannien 1997
ein EHEC-Ausbruch in zwei Familien, die zuvor eine Farm besucht hatten. Die
Bakterienstämme der Erkrankten waren identisch mit Stämmen, die aus drei
Kälbern und zwei Ziegen der Farm isoliert werden konnten (PRITCHARD et al.,
2000). Von zwei ähnlichen Fällen wurde einige Jahre später aus den USA und den
Niederlanden berichtet (CRUMP et al., 2002; HEUVELINK et al., 2002). In einem der
beiden Fälle erkrankte ein Kind an HUS, nachdem es einen Streichelzoo besucht
hatte. Die Infektion erfolgte in diesem Fall durch Schafe und Ziegen (HEUVELINK
et al., 2002). Im anderen Fall konnte ein Zusammenhang von erkrankten Besuchern
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mit STEC-infizierten Kühen des Betriebes hergestellt werden (CRUMP et al., 2002).
Transmission von EHEC von Haustieren wie Kaninchen, Katzen und Hunde auf
den Menschen sind ebenfalls möglich (GARCIA und FOX, 2003; SANCAK et al., 2004;
KRAUSE et al., 2005). So konnten BUSCH et al. (2007b) bei einem an HC erkrankten
Mädchen die Katze der Familie als asymptomatischen Ausscheider ermitteln.
Menschen als STEC-Ausscheider sind als direkte Infektionsquelle, oder auch als
indirekte, durch von ihnen kontaminierte Lebensmittel für ihre Mitmenschen nicht
zu unterschätzen (WHO, 2010).
Abbildung 2.4 Mögliche Übertragungswege von STEC auf den Menschen
Häufig wurden auch EHEC-Ausbrüche beschrieben, bei denen eine Transmission
von STEC durch Lebensmittel stattfand (SNEDEKER et al., 2009). Hierbei stellten
vor allem rohe oder nur ungenügend gegarte Lebensmittel eine Gefahr dar. Es
konnten schon STEC-Nachweise für verschiedene Gemüse, Muscheln, Rohmilch-
und Rohmilchprodukte, sowie für Fleischprodukte erbracht werden (TEUFEL
et al., 1998; PONTELLO et al., 2003; KUMAR et al., 2004; GOURMELON et al., 2006;
MAKI, 2006; CARO und GARCIA-ARMESTO, 2007). Als Infektionsquelle für EHEC-
Ausbrüche weisen tierische Lebensmittel eine hohe Signifikanz auf.
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Tabelle 2.6 Auflistung einiger EHEC-Ausbrüche mit Infektionsursache
Land Jahr EHEC-Quelle Transmission Quelle
Dänemark 2007 Rinderwurst Verzehr ETHELBERG et al. (2009)
Deutschland 1999 Ponys Kontakt RKI (1999b)
Deutschland 2000 Seemerrolle (Rindfleisch) Verzehr WERBER et al. (2002)
Deutschland 2004 Katze Kontakt BUSCH et al. (2007b)
Deutschland 2006 Rohmilch Verzehr DREESMAN et al. (2007)
Frankreich 2002 Hammelfleisch und Verzehr ESPIE et al. (2006)Geflügelpastete
Großbritannien 1994 Kühe und Ziegen Kontakt SHUKLA et al. (1995)
Großbritannien 1997 Kälber und Ziegen Kontakt PRITCHARD et al. (2000)
Großbritannien 1997 Familienmitglied Kontakt PRITCHARD et al. (2000)
Italien 2004 Schweinesalami Verzehr CONEDERA et al. (2007)
Japan 1996 Rettich Verzehr WHO (2010)
Niederlande 2000 Schafe und Ziegen Kontakt HEUVELINK et al. (2002)
Niederlande 2005 Rindertartar Verzehr DOORDUYN et al. (2006)
USA 1995 gedörrtes Hirschfleisch Verzehr KEENE et al. (1997)
USA 1996 Apfelsaft Verzehr CODY et al. (1999)
USA 1999 Wasser Verzehr FELDMAN et al. (2002)
USA 2000 Kühe Kontakt CRUMP et al. (2002)
USA 2001 Hirschfilet Verzehr RABATSKY-EHR et al. (2002)
USA 2006 Spinat Verzehr MAKI (2006)
USA 2007 Hirschwurst Verzehr AHN et al. (2009)
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In Deutschland kam es 2006 nach Rohmilchverzehr zu einem EHEC-Ausbruch
mit 59 Beteiligten (DREESMAN et al., 2007). Der Verzehr von kontaminierten
Fleischprodukten wie z.B. Salami, Wurst oder Fleischpastete stellt eine weitere
Hauptursache für Erkrankungsfälle dar (ESPIE et al., 2006; CONEDERA et al., 2007;
ETHELBERG et al., 2009).
Als Quelle für STEC-Infektionen standen bisher vor allem Lebensmittel, die von
landwirtschaftlichen Nutztieren hergestellt wurden, im Blickpunkt (BARTELS und
BÜLTE, 2010). Jedoch stellte das BfR im Rahmen von bakteriellen Lebensmittelunter-
suchungen fest, dass Wildfleischproben eine dreifach so hohe Prozentzahl für STEC
wie Rindfleisch aufwiesen (HARTUNG, 2008). In den USA wurden in den letzten 15
Jahren schon von vier EHEC-Ausbrüchen berichtet, die auf Wildwiederkäuerfleisch
zurückgeführt werden konnten. In jedem der Fälle handelte es sich um die Serovar
O157:H7 (KEENE et al., 1997; CODY et al., 1999; RABATSKY-EHR et al., 2002; AHN
et al., 2009). Bei einem der Ausbrüche wurde bekannt, dass nicht der Verzehr von
Hirschfleisch die Ursache war, sondern die Kontamination von verspeisten Äpfel
durch Fäzes der Hirsche. Der daraus gewonnene Apfelsaft rief die Erkrankung
hervor (CODY et al., 1999). Die Kontamination von Pflanzen, Früchten oder Wasser
durch Fäzes von Wildtieren stellt folglich einen weiteren Übertragungsweg für
EHEC dar (CODY et al., 1999; BÜLTE, 2002; FELDMAN et al., 2002).
Zwischen den verschiedenen Tierarten kann STEC durch die Nutzung gemein-
samer Weideflächen übertragen werden (SARGEANT et al., 1999). In einer Studie
von RICE et al. (1995) konnte demonstriert werden, dass Hauswiederkäuer und
Hirsche mit einem identischen STEC-Stamm infiziert waren. Insekten und Na-
getiere können als lebende Transmissionsvektoren eine Rolle spielen. In einer
Studie von AHMAD et al. (2007) wurden Fliegen mit der Serovar O157:H7 infiziert.
Alle Kälber, die diesen Fliegen exponiert wurden, konnten schon tags darauf
O157:H7 positiv getestet werden. Die Bedeutung von Vögeln und Nagetieren
als Übertragungsvektoren konnte durch Untersuchungen von MÖLLER-NIELSEN
et al. (2004) gezeigt werden. STEC-Isolate aus einem Star und einer norwegischen
Ratte stimmten mit STEC-Isolaten aus Rindern von einem nahegelegenen Betrieb
überein.
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2.6 Rechtliche Bestimmungen
2.6.1 Wildbrethygiene
Am 1. Januar 2005 trat die Verordnung (EG) Nr. 178/2002 zur Festlegung der allge-
meinen Grundsätze und Anforderungen des Lebensmittelrechts, zur Errichtung
der Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit und zur Festlegung von
Verfahren zur Lebensmittelsicherheit in Kraft. Als Basisverordnung liefert sie die
Rahmenbedingungen für die Lebensmittel-und Fleischhygiene. Das sogenannte
EU-Hygienepaket umfasst neben dieser noch folgende drei Verordnungen:
• Verordnung (EG) Nr. 852/2004 über Lebensmittelhygiene
• Verordnung (EG) Nr. 853/2004 mit spezifischen Hygienevorschriften für
Lebensmittel tierischen Ursprungs
• Verordnung (EG) Nr. 854/2004 mit besonderen Verfahrensvorschriften für
die amtliche Überwachung von zum menschlichen Verzehr bestimmten
Erzeugnissen tierischen Ursprungs
Zudem wurden 2007 auf Bundesebene Durchführungsverordnungen erlassen,
die das Hygienepaket ergänzen und deren Durchführung auf dem Gebiet der
Lebensmittelhygiene im Detail erläutern.
Gemäß Artikel 2 der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 beinhaltet der Begriff Lebens-
mittel ”alle Stoffe oder Erzeugnisse, die dazu bestimmt sind oder von denen nach
vernünftigem Ermessen erwartet werden kann, dass sie in verarbeitetem, teilwei-
se verarbeitetem oder unverarbeitetem Zustand vom Menschen aufgenommen
werden”. Fleisch wird im Sinne des Anhang I der Verordnung (EG) Nr. 853/2004
definiert als ”alle genießbaren Teile von Tieren, einschließlich Blut”. Unter den
Begriff Lebensmittelunternehmer fallen nach Artikel 3 der Verordnung 178/2002
alle Unternehmer, ”die mit der Produktion, der Verarbeitung und dem Vertrieb
von Lebensmitteln zusammenhängende Tätigkeit ausführen”.
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Demzufolge unterliegt Wildbret als Lebensmittel den genannten Verordnungen.
Dem Jäger bzw. Revierinhaber wird als Lebensmittelunternehmer die Verant-
wortung übertragen, nur Wildbret in Verkehr zu bringen, das gemäß dem EU-
Hygienepaket gehandhabt wurde. Der Jäger muss im Sinne des Abschnitts IV
Anhang III der Verordnung Nr. 853/2004 auf dem Gebiet der Wildpathologie,
der Produktion und der Behandlung von Wildbret geschult sein, um als kundige
Person eine Fleischuntersuchung durchführen und Wilbret für den menschlichen
Verzehr in Verkehr bringen zu dürfen. Werden keine gesundheitlich bedenklichen
Merkmale festgestellt, so legt die kundige Person einen Wildursprungssschein bei.
Diese Erklärung beinhaltet zudem den Ort, das Datum und den Zeitpunkt des
Erlegens. Werden hingegen auffällige Merkmale wie abnorme Verhaltensweisen,
Erkrankungen oder erhebliche anatomische Abweichungen beanstandet, so ist
dies der zuständigen Veterinärbehörde zu melden und das Ausstellen des Wildur-
sprungsscheins zu unterlassen. Beim Transport von erlegtem Wild ist zu beachten,
dass es bei einer Transportdauer von über zwei Stunden gekühlt werden muss,
es nicht übereinander gestapelt wird und es vor Verschmutzung zu schützen ist.
Nach dem Aufbrechen ist Großwild bei einer Kerntemperatur von maximal 7 ◦C
zu lagern. An den Endverbraucher und Einzelhandel darf nur ausgeweidetes und
aufgebrochenes Wild zum Verzehr abgegeben werden.
Durch das EU-Hygienepaket wurden die Bestimmungen für das Erlegen, Zurichten,
Untersuchen und in Verkehrbringen von Wild verschärft. Damit soll gewährleistet
werden, dass Wildbret als ein sicheres und hygienisch unbedenkliches Lebensmittel
den Verbraucher erreicht (BFR, 2006; N.N., 2006).
2.6.2 STEC im nationalen und europäischen Recht
In Deutschland basieren die Aufzeichnungen von Zoonoseerregern- und ausbrü-
chen auf dem Tierseuchengesetz, dem Lebensmittel-Bedarfsgegenstände- und Fut-
termittelgesetzbuch (LFGB) und dem Gesetz zur Verhütung und Bekämpfung von
Infektionskrankheiten beim Menschen (Infektionsschutzgesetz/IfSG) (HARTUNG,
2006). Seit 2000 ist der Verdacht auf HUS, die Erkrankung an HUS oder der Tod
durch HUS im Sinne des § 6 IfSG meldepflichtig. Ebenso ist eine infektiös bedingte
akut verlaufende Gastroenteritis meldepflichtig, sofern ein Ausbruchsgeschehen
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vorliegt oder eine Person betroffen ist, die beruflich gemäß § 42 IfSG mit Lebens-
mittel umgeht. Im § 7 IfSG sind alle meldepflichtigen Krankheitserreger gelistet.
In diesem Paragraph ist vermerkt, dass sowohl der direkte als auch der indirekte
Nachweis von EHEC namentlich zu melden ist, sofern der Hinweis auf eine akute
Infektion vorliegt.
Für Gemeinschaftseinrichtungen im Sinne des § 33 IfSG wie Kinderkrippen, Kin-
dergärten, Schulen oder Heime gelten zusätzliche Auflagen. So dürfen Personen,
bei denen eine EHEC-Erkrankung oder ein Verdacht vorliegt, nach § 34 IfSG in
Gemeinschaftseinrichtungen keinerlei Tätigkeiten ausüben solange aus ärztlicher
Sicht das Risiko einer Weiterverbreitung der Krankheit gegeben ist. Handelt es sich
um Betreute einer Gemeinschaftseinrichtung oder um Personen in einer Wohnge-
meinschaft, die an EHEC erkrankt sind oder dessen verdächtig sind, so ist es ihnen
untersagt, an Veranstaltungen teilzunehmen und Räume der Gemeinschaftsein-
richtung bzw. Wohngemeinschaft zu betreten. EHEC-Ausscheider bedürfen der
Zustimmung des Gesundheitsamtes um Gemeinschaftseinrichtungen besuchen zu
dürfen. Zudem ist es ihnen verboten mit den in § 42 IfSG genannten Lebensmittel
in Lebensmittelbetrieben, Gaststätten oder Einrichtungen zur Gemeinschaftsver-
pflegung umzugehen.
Um EHEC-Ausbrüche einzudämmen oder gar zu vermeiden, ist eine enge Zusam-
menarbeit von Gesundheitsamt, Lebensmittelbehörde und Veterinäramt erforder-
lich. Liegt ein EHEC-Verdacht oder eine Erkrankung vor, so ist das Gesundheitsamt
schnellstens zu informieren und durch Identifizierung und Eliminierung des
Infektionsagens eine EHEC-Ausbreitung zu verhindern (RKI, 2008). Dies ist nur
sicherzustellen, wenn auch entsprechend qualifizierte und akkreditierte Labore
die Untersuchungen durchführen. Daher wurden auf der Grundlage von Artikel
33 der Verordnung (EG) Nr. 882/2004 Nationale Referenzlaboratorien (NRL) für
lebensmittelbedingte Zoonosen eingerichtet. Die Aufgaben des NRL-E. coli in Berlin
bestehen in der Identifizierung der Infektionsquelle, Aufklärung des Infektionswe-
ges und der näheren Charakterisierung der E. coli-Pathovare (ELLERBROEK et al.,
2009).
Auch innerhalb der Europäischen Union wird lebensmittelrelevanten Zoonoseerre-
gern gerade im Hinblick für die Lebensmittelsicherheit im europäischen Handel
große Bedeutung beigemessen. Jedoch bestand bisher die Problematik darin, dass
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keine EU-einheitlichen Überwachungs- und Untersuchungsmaßnahmen festgelegt
wurden und somit Ergebnisse und Daten der einzelnen Mitgliedstaaten nicht
vergleichbar waren. Mit der neuen Zoonose-Richtlinie 2003/99/EG soll das Mo-
nitoring, die Untersuchung und Berichterstattung von lebensmittelrelevanten
Zoonoseerregern verbessert werden. Für alle Zoonoseerreger der Kategorie A
der Richtlinie 2003/99/EG, in der auch STEC gelistet ist, ist ein Monitoring der
Erkrankung sowie des Erregers, obligatorisch (SMULDERS et al., 2008). Die EFSA
hat außerdem in Zusammenarbeit mit dem Scientific Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ) ein wissenschaftliches Handbuch für STEC erstellt um standardisierte
Verfahren und eine harmonisierte Überwachung innerhalb der europäischen Union
zu etablieren (EFSA, 2009).
2.7 Anreicherungsmedien für STEC
Für die Kultivierung von STEC stehen mehrere Anreicherungsmedien zur Ver-
fügung. Je nach Untersuchungsmaterial werden nicht selektive Medien und mit
Antibiotika supplementierte selektive Anreicherungsmedien ausgewählt (MCDO-
NOUGH et al., 2000; HORNITZKY et al., 2001; GRANT, 2004; O′SULLIVAN et al., 2006).
VIMONT et al. (2006) veröffentlichten eine Auswertung von Anreicherungsproto-
kollen für STEC, die in den Jahren 1997 bis 2004 in wissenschaftlichen Zeitschriften
beschrieben wurden. Von den nicht selektiven Medien werden am häufigsten
Tryptic Soy Broth (TSB) mit etwa 40 Prozent und gepuffertes Peptonwasser (BPW)
mit etwa 15 Prozent in Studien zum STEC-Nachweis in Fleisch, Milch, Wasser, Saft
und Fäzes verwendet. Für den Nachweis von STEC in anderen Matrizes wurde TSB
seltener als BPW eingesetzt. Zudem konnte dargelegt werden, dass BPW häufiger
für den Nachweis von O157 als für andere STEC verwendet wird. Als häufigstes
selektives Anreicherungsmedium wird mit etwa 25 Prozent E. coli Broth (EC) aufge-
führt. EC beinhaltet als Selektivstoff Gallensalze, jedoch werden diese ebenfalls sehr
oft anderen Anreicherungsmedien für STEC zugesetzt. Die Auswertungen ergaben
des Weiteren, dass den selektiven Anreicherungmedien meist Antibiotika zugesetzt
wurden. Hierbei wurde zu etwa 90 Prozent das Antibiotikum Novobiocin, das vor
allem die gram-positive Microflora hemmt, eingesetzt (VIMONT et al., 2006).
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Für den Nachweis von STEC in Lebensmitteln tierischer Herkunft und in Hack-
fleisch gibt es in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASU)
nach § 64 LFGB die Methode L 00.00-92 (2006) und L 07.18-1 (2002). Bei beiden
Nachweismethoden wird als Medium zur Voranreicherung eine mit Gallensalzen
modifizierte Tryptic Soy Broth (mTSB) mit 20 mg/l Novobiocin festgelegt. Bei der
Methode L 00.00-92 (2006) wird eine 2. Anreicherung in mTSB mit dem Antibio-
tikum Mitomycin C oder Carbadox durchgeführt. Diese steigern als sogenannte
Enhancer die Stx-Expression. In Deutschland durchgeführte Ringversuche zum
Nachweis und Isolierung von STEC in den Jahren 2008 und 2009 zeigten, dass die
teilgenommenen Labore sich überwiegend an den Empfehlungen der ASU nach
§ 64 LFGB orientierten (BEUTIN et al., 2010). Die EFSA (2009) hingegen geht davon
aus, dass beim Nachweis von STEC aus Lebensmitteln 20 mg/l Novobiocin das
Risiko falsch negativer Ergebnisse erhöht. Daher wird zur Kultivierung mTSB
mit nur 16 mg/l Novobiocin, bzw. für Milchprodukte mit 12 mg/l Acriflavin
empfohlen. Des Weiteren weist die EFSA (2009) darauf hin, dass für den Nachweis
von STEC aus gefrorenen Lebensmitteln nicht mTSB mit 16 mg/l Novobiocin,
sondern BPW als Anreicherungsmedium verwendet werden sollte. Dies konnten
Untersuchungen des NRL-E. coli bestätigen. Denn laut einer Studie des NRL-
E. coli führt eine Anreicherung von STEC in mTSB mit Novobiocinzusatz aus
tiefgekühlten Lebensmittelproben zu deutlich schlechteren Ergebnissen, als eine
Anreicherung in BPW (BEUTIN et al., 2010).
Für die Kultivierung und Untersuchung auf E. coli O157 sind in Europa validierte
Methoden vorhanden. In der ASU nach § 64 LFGB ist der Nachweis von O157
in Lebensmitteln mit der Methode L 00.00-68 (2002) und in Fleisch und Fleischer-
zeugnissen mit der Methode L 06.00-44 (2004), sowie in Fleischerzeugnissen mit
der Methode L 07.00-54 (2004) und in Wurstwaren mit der Methode L 08.00-47
(2004) festgelegt. Die Methode der ASU nach § 64 LFGB L 00.00-68 (2002) für das
horizontale Verfahren für den Nachweis von E. coli O157 in Lebensmitteln hat die
standardisierte Methode nach DIN EN ISO 16654 übernommen. Sie beschreibt als
Anreicherungsmedium eine mTSB mit 20 mg/l Novobiocin. Für die Untersuchung
von Fleischerzeugnissen und Wurstwaren wird laut der Methode L 07.00-54 (2004)
bzw. L 08.00-47 (2004) zur Anreicherung die in der Methode L 06.00-44 (2004) für
Fleisch und Fleischerzeugnisse beschriebene Brillantgrün-Galle-Lactose-Bouillon
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(BRILA) verwendet. Die EFSA (2009) geht für den Nachweis von O157 in Le-
bensmitteln mit der Methode L 00.00-68 (2002) konform. Jedoch erweitert sie die
DIN EN ISO 16654 auf Haut- und Fellproben. Hierbei wird jedoch vom Anreiche-
rungsmedium abgewichen, indem für Tupferproben von Rinderhäuten und Proben
von Schafwolle eine Kultivierung in 90 ml BPW beschrieben wird (EFSA, 2009).
2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) für den
Nachweis von STEC
Für den Nachweis von STEC nehmen PCR-basierte Methoden eine bedeutende
Rolle ein, da sie schnelle und sensitive Verfahren darstellen (RICH et al., 2001;
ARTHUR et al., 2002; BISCHOFF et al., 2005). Hierfür sind in der Literatur (WANG
et al., 2002; OSEK, 2003; KIMATA et al., 2005; MAG et al., 2010) als auch in der ASU
nach § 64 LFGB mit der Methode L 07.18-1 (2002) Protokolle für das Screening auf
stx mittels konventioneller PCR zu finden. Das Screening mittels Real-Time PCR
erlangte durch seine Schnelligkeit und höhere Sensitivität eine größere Bedeutung
(Tabelle 2.7).
Die erst in den neunziger Jahren entwickelte Real-Time PCR misst Fluoreszenz-
signale, die durch die Einlagerung eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs
(z.B. SYBR R© Green, EvaGreen R©) in DNA-Doppelstränge entstehen. Anhand der
Fluoreszenzsignale wird die Amplifikationskurve mit dem Ct-Wert (Threshold
Cycle) und die Schmelzkurve mit dem Tm-Wert (Melting Temperature) ermittelt.
Der Ct-Wert wird definiert als der Wert, bei dem das Fluoreszenzsignal erstmalig
signifikant über die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Der Tm-Wert bezeichnet die
Temperatur, bei der die Hälfte der DNA-Doppelstränge denaturiert vorliegt (HA-
MADEH und AFSHARI, 2004; LOGAN et al., 2009).
Die Real-Time PCR bietet gegenüber der konventionellen PCR die Vorteile, dass
die Ergebnisse unmittelbar zur Verfügung stehen und die Kontaminationsgefahr
verringert ist (BUSCH, 2007c; LOGAN et al., 2009). Zudem weist die Real-Time PCR
eine höhere Sensitivität auf. Dies stellt sich auch in einer von BUSCH et al. (2007a)
durchgeführten Studie für den Nachweis von STEC dar, in der eine konventionelle
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Tabelle 2.7 Stx-Screening mittels multiplex Real-Time PCR
Gene Real-Time PCR mit Methode Quelle
Sonde SYBR R© Green multiplex
stx1, stx2 x duplex BELLIN et al. (2001)
stx1, stx2 x duplex BISCHOFF et al. (2005)
stx1, stx2 x duplex BUSCH et al. (2007a)
stx1, stx2, eae x x CHASSAGNE et al. (2009)
stx1, stx2, eae x x GUION et al. (2008)
stx1, stx2, eae x x IBEKWE et al. (2002)
stx1, stx2, uidA x x JINNEMAN et al. (2003)
stx1, stx2 x duplex JOTHIKUMAR und GRIFFITHS (2002)
stx1, stx2 x duplex REISCHL et al. (2002)
stx1, stx2, eae x x SHARMA und DEAN-NYSTROM (2003)
stx1, stx2, uidA x x YOSHITOMI et al. (2006)
eae=Gen für Intimin hlyA=Gen für Enterohämolysin stx=Gen für Shigatoxin
uidA=Gen für beta-D-Glucuronidase
PCR nach Vorgabe der Methode L 07.18-1 (2002) nach der ASU nach § 64 LFGB
mit einer Real-Time PCR verglichen wurde. Die EFSA (2009) befürwortet für den
Nachweis von STEC, mit Ausnahme von E. coli O157, ebenfalls die Real-Time
PCR.
Um sicherzustellen, dass nur das gewünschte DNA-Produkt detektiert wird,
können bei der Real-Time PCR zusätzlich zu den Primern sequenzspezifische
Hybridisierungssonden eingesetzt werden. Diese Sonden sind am 3’-Ende der
Nucleotidsequenz mit einem Quencherfarbstoff und am 5’-Ende mit einem fluo-
reszierenden Reporterfarbstoff versehen. Je mehr der gesuchte Sequenzbereich
vorhanden ist, desto mehr nimmt die Fluoreszenz zu (LIVAK et al., 1995; HARBRON,
2004).
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In der Literatur werden zunehmend auch multiplex PCR-Protokolle für die Real-
Time PCR beschrieben (Tabelle 2.7). Bei einem solchen Verfahren kann eine Probe
in einem einzigen PCR-Lauf gleichzeitig auf mehrere Gene untersucht werden.
Für die Gene stx1 und stx2 sind sowohl nur mit Fluoreszenzfarbstoff, als auch mit
Sonden durchgeführte duplex Real-Time PCR-Protokolle in der Literatur häufig
vorhanden (BELLIN et al., 2001; JOTHIKUMAR und GRIFFITHS, 2002; REISCHL et al.,
2002; BISCHOFF et al., 2005). Für den Nachweis von weiteren Virulenzgenen stehen
neben konventionellen PCR-Protokollen auch einige Real-Time PCR-Protokolle
zur Verfügung. Für den Nachweis der stx-Subtypen sind dagegen in der Literatur
überwiegend konventionelle PCR-Protokolle zu finden (Tabelle 2.8).
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Tabelle 2.8 PCR-Nachweisverfahren für Virulenzgene und stx-Subtypen
Gene PCR Methode Quelle
konv. Real-Time multiplex single
stx2, stx2d, stx2e, astA x x BERTIN et al. (2001)
stx1, stx1c, stx1d, stx2,
stx2c-g, eae, hlyA x x BEUTIN et al. (2007)
stx1, stx2, hlyA, eaeα− ξ x x x BLANCO et al. (2004)
stx1, stx1d, stx2, eae, hlyA x x BÜRK et al. (2003)
stx, stx2d x x EKLUND et al. (2002)
stx1, stx2, eae x x KIMATA et al. (2005)
stx1, stx2, stx1c x x KOCH et al. (2001)
stx1, stx1c Sonde x KUCZIUS et al. (2004)
stx1, stx2, eae, hlyA, saa x x MAG et al. (2010)
stx1, stx2, eae, hlyA, saa, tir,
katP, espP, etpD, espD Sonde x x
MÖLLER-NIELSEN
und
THORUP-ANDERSEN
(2003)
stx1, stx2, stx2c-f, eae, hlyA,
rfbE, fliC x x OSEK (2003)
eae, hlyA Sonde x REISCHL et al. (2002)
stx1, stx2, stx2d-f x x SCHMIDT et al. (2000)
stx1, stx2, stx2c-f, eae, hly,
rfbE, fliC x x WANG et al. (2002)
konv.=konventionell
astA=Gen für enteroaggregatives thermostabiles Enterotoxin eae=Gen für Intimin
esp=Gen für extrazelluläre Serinprotease etpD=Gen für TypII-Sekretionsprotein
fliC=Gen für Flagellum H7 hlyA=Gen für Enterohämolysin katP=Gen für Katalase Peroxidase
rfbE=Gen für O-Antigen O157 saa=Gen für STEC-Autoagglutinations-Adhesin
stx=Gen für Shigatoxin tir=Gen für Intiminrezeptor uidA=Gen für beta-D-Glucuronidase
38
3 Material und Methoden
3.1 Material
Das Probenmaterial und die wichtigsten Nährmedien, Reagenzien und Geräte,
sowie die verwendeten Referenzstämme und Primer sind im Folgenden gelistet.
Alle weiteren Reagenzien und Geräte sind im Anhang aufgeführt (Tabelle 8.1
und 8.2).
3.1.1 Proben
Es wurden von 30 erlegten Rothirschen Kot, Mesenteriallymphknoten, Tonsillen
und von 30 Rehen Kot als Probenmaterial untersucht. Insgesamt wurden 120
Proben auf STEC getestet (Tabelle 3.1). Das Probenmaterial stammte aus dem
Nationalpark Bayerischer Wald, Deutschland.
Tabelle 3.1 Probenmaterial
Tierart Tonsille Lymphknoten Kot Gesamt
Rothirsch 30 30 30 90
Reh - - 30 30
Gesamt 30 30 60 120
Von den Rothirschen konnten Alter, Geschlecht und Gewicht erfasst werden. Die
Alterseinteilung erfolgte in die drei Kategorien Kalb, Jungtier und Alttier. Tiere
unter einem Jahr wurden als Kälber definiert, Tiere zwischen einem und drei Jahren
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als Jungtiere. Zu den Alttieren wurden alle Tiere ab drei Jahre gezählt. Unter den
beprobten Tieren waren zehn männliche und 20 weibliche Tiere. Einen Überblick
über die Tierdaten der Rothirsche liefern die Tabelle 3.2 und die Tabelle 8.3 im
Anhang.
Tabelle 3.2 Überblick über die Tierdaten der beprobten Rothirsche
Anzahl weiblich männlich
Kälber 10 5 5
Jungtiere 8 6 2
Alttiere 12 9 3
Gesamt 30 20 10
Kalb < 1 Jahr Jungtier < 3 Jahre Alttier ≥ 3 Jahre
Die Kotproben der Rehe stammten von lebenden Tieren. Im Zuge eines Projekts
Rehe mit Transpondern zu versehen konnten Kotproben von mit Transpondern
ausgestatteten Tieren, sowie von Gruppenmitgliedern, die sich in der näheren
Umgebung aufhielten, gesammelt werden. Aus diesem Grund standen von Rehen
nur teilweise Daten zur Verfügung. Das anhand der vorhandenen Daten ermittelte
Geschlechterverhältnis betrug 1:1. Die Einteilung bei den Rehen erfolgte in die
Kategorien Kitz, Jungtier und Alttier nach den bereits genannten Definitionen.
Die Tierdaten der Rehe sind in der Tabelle 3.3 und in der Tabelle 8.4 im Anhang
aufgeführt.
Tabelle 3.3 Überblick über die Tierdaten der beprobten Rehe
Anzahl weiblich männlich
Kitze 8 4 4
Jungtiere 4 1 3
Alttiere 8 5 3
keine Daten 10
Gesamt 30 10 10
Kitz < 1 Jahr Jungtier < 3 Jahre Alttier ≥ 3 Jahre
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3.1.2 Nährmedien
Bouillons:
• 25,5 g/l BPW (Buffered peptone water/gepuffertes Peptonwasser) (Merck,
Ismaning Artikelnummer 1.07228.0500)
• mTSB+N:
– 30,0 g/l TSB (Tryptic Soy Broth) (Merck, Ismaning Artikelnummer
1.05459.0500)
– 1,5 g/l Bile Salts (Oxoid, Hampshire GB Artikelnummer L56)
– 16 mg/l Novobiocin (Sigma-Aldrich Artikelnummer N6160)
• Verdünnungsröhrchen:
– 1,0 g/l Pepton aus Fleisch (Merck, Ismaning Artikelnummer 1.07214.1000)
– 8,5 g/l Natriumchlorid (Merck, Ismaning Artikelnummer 1.06404.1000)
Agar-Platten:
• 51,6 g/l SMAC (Sorbitol-MacConkey)-Agar (Merck, Ismaning Artikelnummer
1.09207.0500)
• 53,1 g/l Fluorocult ECD (E.coli Direct)-Agar (Merck, Ismaning Artikelnummer
1.04038.0500)
• 40,0 g/l TSA (Tryptic Soy Agar) (Merck, Ismaning Artikelnummer 1.05458.0500)
3.1.3 Referenzstämme
Die verwendeten STEC-Referenzstämme sind in Tabelle 3.4 aufgeführt. Die Refe-
renzstämme für das stx-Screening stammten vom Bundesamt für Risikobewertung,
Dessau. Als Positivkontrollen für die weiteren Virulenzgene und die Subtypi-
sierung wurden Stämme vom Lehrstuhl für Lebensmittelhygiene, Lehrstuhl für
Hygiene und Technologie der Milch, sowie vom Bayerischen Landesamt für
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit verwendet.
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Tabelle 3.4 Referenzstämme für Positivkontrollen der Real-Time PCR
Bezeichnung positiv für Quelle
C600J1 stx1 Bundesamt für Risikobewertung, Dessau
WK 184ON stx1c Lehrstuhl für Lebensmittelhygiene, Oberschleißheim
MHI 813 stx1d Bundesamt für Risikobewertung, Dessau
C600W34 stx2 Bundesamt für Risikobewertung, Dessau
MHI 829 stx2c Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
MHI 830 stx2d Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
MHI 831 stx2e Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
MHI 832 stx2f Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
MHI 834 eae Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
MHI 820 hlyA Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch,
Oberschleißheim
LGL 2010/02 saa Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittel-
sicherheit, Oberschleißheim
3.1.4 PCR-Materialien
DNA-Extraktion:
• InstaGeneTM Matrix (Bio-Rad, München Artikelnummer 732-6030)
PCR:
• SsoFastTM EvaGreen R© Supermix (Bio-Rad, München Artikelnummer 172-
5200)
• Molecular Biology Grade Water (M.B.G.Water) (Eppendorf,Wesseling-Berzdorf
Artikelnummer 0032 006.302)
• Primer (Tabelle 3.5) (Eurofins MWG Operon, Ebersberg)
• IQ5 Cycler (Bio-Rad, München Artikelnummer 584BR4014)
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Tabelle 3.5 Primer für die Real-Time PCR
Primer Sequenzen (5’—3’) Gen Produkt Quelle
stx1f GACTGCAAAGACGTATGTAGATTCG stx1 150 bp SHARMA und
DEAN-NYSTROM
(2003)
stx1r ATCTATCCCTCTGA ATCAACTGC
stx2f ATTAACCACACCCCACCG stx2 210 bpstx2r GTCATGGAAACCGTTGTCAC
Lin-up GAACGAAATAATTTATATGT stx1c 555 bp KOCH et al. (2001)1OX3 CTCATTAGGTACAATTCT
VT1AvarF CTTTTCAGTTAATGCGATTGCT stx1d 192 bp BÜRK et al. (2003)VT1AvarR AACCCCATGATATCGACTGC
stx2c-a GCGGTTTTATTTGCATTAGT stx2c 124 bp
WANG et al. (2002)
stx2c-b AGTACTCTTTTCCGGCCACT
stx2d-a GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT stx2d 175 bpstx2d-b CAGCAAATCCTGAACCTGACG
stx2e-a ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA stx2e 303 bpstx2e-b AGCCACATATAAATTATTTCGT
stx2f-a TGTCTTCAGCATCTTATGCAG stx2f 150 bpstx2f-b CATGATTAATTACTGAAACAGAAAC
eae-F2 CATTGATCAGGATTTTTCTGGTGATA eae 102 bp MÖLLER-NIELSEN
und THORUP-
ANDERSEN
(2003)
eae-R CTCATGCGGAAATAGCCGTTA
ehec-F2 CGTTAAGGAACAGGAGGTGTCAGTA hlyA 142 bpehec-R ATCATGTTTTCCGCCAATGAG
Saa-F TGCCGCTGGTATAATTTTTCG saa 85 bpSaa-R AACGCCTGTTCCATGTTGTG
bp=Basenpaare
3.2 Methoden
3.2.1 Probennahme
Die Proben der Rothirsche wurden von frisch erlegten Tieren entnommen und bei
6 +/- 2 ◦C bis zur Untersuchung gelagert. Von den Rehen wurden im Rahmen
des Kennzeichnungsprogramms (Unterabschnitt 3.1.1) möglichst frischer Kot
gesammelt und bei -20 +/- 2 ◦C bis zur Untersuchung tiefgekühlt.
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3.2.2 Screening auf die Shigatoxingene stx1 und stx2
Es wurden ca. 10 g kleingeschnittene Mesenteriallymphknoten, sowie die Tonsillen
(ca. 10 g) jeweils mit 90 ml BPW in Stomacher-Beutel gefüllt und im Stomacher
für 1 min vermischt. Anschließend wurden die Homogenate in Erlmeyerkolben
überführt und bei 37 ◦C für 18 +/- 2 h bebrütet. Zudem wurde direkt nach Homoge-
nisierung von jedem Homogenat je 100µl auf einem SMAC-Agar ausgespatelt und
bei 41,5 ◦C für 20 +/- 2 h bebrütet. Die direkt nach Homogenisierung hergestellten
SMAC-Agars werden in dieser Arbeit als Direkt-Platten (D-Platten) bezeichnet. Die
aus den bebrüteten Bouillons hergestellten SMAC-Agars werden als Overnight-
Platten (ON-Platten) definiert.
Aus je 100µl Lymphknoten- und Tonsillenbouillon wurde mit InstaGene TMMatrix
(Bio-Rad) die DNA extrahiert. Dafür wurde das vom Hersteller empfohlene
Verfahren modifiziert. 100µl der bebrüteten Bouillon wurden in ein 1,5 ml Tube
pipettiert, 1 min bei 13 400 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die
InstaGene TMMatrix (Bio-Rad) wurde auf dem Magnetrührer gemischt und 50µl
zum Pellet pipettiert. Nach kurzem Vortexen wurde die Suspension 15 min bei 56 ◦C
im Thermomixer erhitzt. Nach nochmaligem 10 s Vortexen wurde sie für 8 min
bei 100 ◦C gekocht, wieder 10 s gevortext und anschließend 3 min bei 16 200 x g
zentrifugiert. 30µl Überstand wurden in ein neues 1,5 ml Tube pipettiert und
umgehend als DNA-Templat verwendet oder bei -20 ◦C tiefgefroren.
Von den Kotproben wurde je 1 g mit 90 ml BPW in Stomacher-Beutel gefüllt
und im Stomacher für 1 min vermischt. Anschließend wurden die Homogenate
ebenfalls in Erlmeyerkolben überführt und bei 37 ◦C für 18 +/- 2 h bebrütet. Zudem
wurden auch aus den Kothomogenaten direkt nach Gewinnung je eine D-Platte
hergestellt, indem je 100µl auf einem SMAC-Agar ausgespatelt und bei 41,5 ◦C
für 20 +/- 2 h bebrütet wurden. Aus der bebrüteten Kotbouillon wurde 1 Öse
entnommen, ein 3-Ösenausstrich auf einem SMAC-Agar (ON-Platte) angefertigt
und bei 41,5 ◦C für 20 +/- 2 h bebrütet. Am nächsten Tag wurden aus dem am
dichtesten bewachsenen Areal des Agars mit einer Pipettenspitze eine kleine
Menge an Bakterienkolonien abgenommen, in 100µl Aqua dest. suspendiert und
für 10 min bei 100 ◦C thermolysiert. Nach Zentrifugation für 3 min bei 16 200 x g
wurde der Überstand unmittelbar als DNA-Templat eingesetzt.
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Die Lymphknoten- und Tonsillenbouillons wurden mittels multiplex Real-Time
PCR in einem 2 Step-Protokoll auf stx1 und stx2 untersucht. Hierfür wurde ein
20µl Ansatz hergestellt, der aus 10µl SsoFastTM EvaGreen R© Supermix (Bio-Rad),
je 2µl Primerpaare stx1 und stx2 (Tabelle 3.5), 4µl M.B.G.Water und 2µl DNA-
Templat aus der InstaGeneTMReinigung bestand (Tabelle 3.6). Der Ausstrich aus
der Kotbouillon wurde ebenfalls mittels multiplex Real-Time PCR in einem 2 Step-
Protokoll untersucht. Der 20µl Ansatz setzte sich zusammen aus 10µl SsoFastTM
EvaGreen R© Supermix (Bio-Rad), je 2µl Primerpaare stx1 und stx2, sowie 5µl
M.B.G.Water und 1µl DNA-Templat aus der thermischen Lyse (Tabelle 3.6).
Bei den PCR-Untersuchungen wurden sowohl Positivkontrollen, als auch Ne-
gativkontrollen mitgeführt. Als Positivkontrollen dienten die Referenzstämme
aus Tabelle 3.4, als Negativkontrolle wurde anstelle eines Templats M.B.G.Water
mitgeführt. Die Gewinnung der DNA-Extrakte für die Positivkontrollen erfolgte
durch thermische Lyse einzelner Kolonien, die von einer TSA-Platte gewonnen
wurden, und Überführen des Überstands in ein neues 1,5 ml Tube. Diese DNA-
Extrakte wurden bei 6 +/- 2 ◦C im Kühlschrank aufbewahrt.
Tabelle 3.6 PCR-Ansätze für multiplex stx-Screening
PCR-Ansatz Reaktionsvolumen Endkonzentration
Bouillon Platte
SsoFastTM EvaGreen R© Supermix 10µl 10µl 1 x
Primerpaar stx1 2µl 2µl je 200 nM
Primerpaar stx2 2µl 2µl je 200 nM
M.B.G.Water 4µl 5µl -
DNA-Templat 2µl 1µl -
Gesamt 20µl 20µl
M.B.G.Water=Molecular Biology Grade Water
Die 20µl Ansätze wurden im IQ5 Cycler (Bio-Rad) amplifiziert. Die Denaturierung
erfolgte bei 98 ◦C für 5 s, Annealing und Extension bei 58 ◦C für 15 s mit insgesamt
40 Zyklen. Die Schmelzkurvenanalyse fand in 0,5 ◦C Schritten von 65 ◦C bis 95 ◦C
statt (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7 Protokoll für Real-Time PCR
Phasen Temperatur/Zeit
Pre-Denaturierung 98 ◦C 2 min
40 x
Denaturierung 98 ◦C 5 s
Annealing und
58 ◦C 15 s1 56 ◦C 15 s2 54 ◦C 15 s3
Extension
End-Denaturierung 95 ◦C 1 min
Schmelzkurven-Start 65 ◦C 1 min
Schmelzkurvenanalyse 65 ◦C bis 95 ◦C 10 s
1für stx-Screening 2für stx1d, stx2c-2f, eae, hlyA, saa 3für stx1c
Bei stx-positiven Proben wurde die entsprechende Bouillon mit Verdünnungsröhr-
chen auf 1:10 000 bzw. bei den Kotproben der Rehe auf 1:100 000 verdünnt, davon
100µl auf einen SMAC-Agar ausgespatelt (ON-Platte) und bei 41,5 ◦C für 20 +/- 2 h
bebrütet. Von diesem Agar, sowie von der entsprechenden D-Platte wurden je vier
verschiedene Einzelkolonien mit je einer Pipettenspitze gepickt, die DNA ebenfalls
durch thermischer Lyse extrahiert und mittels multiplex Real-Time PCR auf stx1
und stx2 analysiert (Abbildung 3.1). Positive Bakterienkolonien wurden vom
SMAC-Agar als 3-Ösenausstrich auf einem ECD-Agar subkultiviert und bei 41,5 ◦C
für 20 +/- 2 h bebrütet. Auf dem SMAC-Agar wurde die Sorbitverwertung, auf dem
ECD-Agar die beta-D-Glucuronidase-Aktivität und die Tryptophan-Umsetzung
des Bakterienstammes bestimmt. Zudem wurden biochemische Untersuchungen
mittels Api 20E (Biomerieux) durchgeführt. Auf der TSA-Platte subkultivierte Bak-
terienkolonien wurden in Kryoröhrchen überführt und bei -80 +/- 2 ◦C gelagert.
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Abbildung 3.1 Vorgehen bei stx-positiven Bouillons
3.2.3 Real-Time PCR Etablierung
Nach eingehender Literaturrecherche wurden die meist untersuchten und für
uns interessantesten Virulenzgene und stx-Subtypen ausgewählt. Aus der Lite-
ratur wurden die entsprechenden Primer ausgesucht, die ein möglichst kurzes
DNA-Fragment amplifizieren. Die Primer für die Gene stx1c (KOCH et al., 2001),
stx1d (BÜRK et al., 2003), stx2c, stx2d, stx2e und stx2f (WANG et al., 2002) wurden für
eine konventionelle PCR konstruiert, in dieser Arbeit wurden sie für eine Real-Time
PCR verwendet.
Für die Real-Time PCR-Untersuchung der Virulenzgene eae, hlyA, saa und der stx-
Subtypen wurde auf dem IQ5 Cycler (Bio-Rad) eine Etablierung durchgeführt.
Die entsprechenden DNA-Extrakte der Referenzstämme (Tabelle 3.4) wurden
durch thermische Lyse und Überführen des Überstandes in einen neuen 1,5 ml
Tube gewonnen. Die Zusammensetzung der jeweiligen PCR-Ansätze mit einem
Gesamtvolumen von 20µl ist der Tabelle 3.8 zu entnehmen.
47
KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
Tabelle 3.8 PCR-Ansatz für Virulenzgene und stx-Subtypen
PCR-Ansatz Reaktionsvolumen Endkonzentration
SsoFastTM EvaGreen R© Supermix 10µl 1 x
Primerpaar 2µl je 200 nM
M.B.G.Water 7µl -
DNA-Templat 1µl -
Gesamt 20µl
M.B.G.Water=Molecular Biology Grade Water
Für die Etablierung wurde ein Temperaturgradient für die Annealing- und Extensi-
onsphase von 52 ◦C bis 62 ◦C in etwa 2 ◦C Schritten mit anschließender Schmelzkur-
venanalyse für die Referenzstämme erstellt. In den 40 Zyklen des 2 Step-Protokolls
folgte, nach einer Denaturierung bei 98 ◦C für 5 s, Annealing und Extension für je
15 s bei den 6 verschiedenen Temperaturen 52,1 ◦C 54,1 ◦C 55,8 ◦C 58,2 ◦C 60,0 ◦C
und 61,6 ◦C. Die Schmelzkurvenanalyse begann bei 65 ◦C und stieg in 0,5 ◦C
Schritten bis auf 95 ◦C (Tabelle 3.9). Anhand des Ct- und Tm-Werts, sowie des
Kurvenverlaufs, konnte die optimale Annealing- und Extensionstemperatur für
jedes Primerpaar ermittelt werden.
Tabelle 3.9 PCR-Protokoll für die Etablierung
Phase Temperatur/Zeit
Pre-Denaturierung 98 ◦C 2 min
40 x
Denaturierung 98 ◦C 5 s
Annealing und 52,1 ◦C bis 61,6 ◦C 15 sExtension
End-Denaturierung 95 ◦C 1 min
Schmelzkurven-Start 65 ◦C 1 min
Schmelzkurvenanalyse 65 ◦C bis 95 ◦C 10 s
Zur Überprüfung der Amplifikatgröße wurde eine Gelelektrophorese der PCR-
Produkte durchgeführt. Um das 3,5 prozentige Gel herzustellen wurden 1,05 g
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Agarose mit 1,5 ml TBE-Puffer (10 x) mit Aqua bidest. in einem Messzylinder auf
30 ml aufgefüllt. Dies wurde in der Mikrowelle bei 750 Watt bis zum völligen Lösen
erhitzt. Verdunstetes Wasser wurde wieder nachgefüllt. Anschließend wurde das
flüssige Gel in den Gelträger eingefüllt und der Kamm eingelegt. Nach Aushärtung
des Gels und Entfernung des Kamms wurde es mit dem Gelträger in die mit TBE-
Puffer (0,5 x) gefüllte Elektrophoresekammer eingesetzt. Es wurden DNA Loading
Buffer im Verhältnis 1:5 mit 3µl PCR-Produkt auf einem Parafilm vermischt
und davon 3µl in eine Geltasche pipettiert. In die erste und letzte Geltasche
wurden jeweils 3µl HyperladderVTM (Bioline) als Längenstandard gegeben. Die
Gelelektrophorese lief bei 140 Volt für 45 min. Anschließend wurde das Gel für
etwa 10 min in Ethidiumbromidlösung (0,5µg/ml) gefärbt, danach für etwa 1 min
gewässert, unter UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt und fotodokumentiert.
Für stx2e und stx2f konnte eine multiplex Real-Time PCR etabliert werden. Hierfür
wurde ein PCR-Ansatz analog der Tabelle 3.6 verwendet und anschließend die
Amplifikations- und Schmelzkurven analysiert.
3.2.4 Screening auf die Gene eae, hlyA, saa und stx-Subtypen
Die etablierte Real-Time PCR wurde für das Screening auf die Gene eae, hlyA, saa
und stx-Subtypen verwendet. Hierzu wurden von jedem Tier, sofern vorhanden,
je ein D-Isolat und ein ON-Isolat untersucht. Die stx-positiven Bakterienisolate
wurden entweder von der Mikrobank oder frisch auf einem SMAC-Agar sub-
kultiviert. Mit einer Pipettenspitze wurden mehrere Kolonien einer Reinkultur
vom SMAC-Agar gepickt und eine DNA-Extraktion mittels thermischer Lyse
(Unterabschnitt 3.2.2) durchgeführt. Zu 19µl Mastermix wurde 1µl DNA-Templat
hinzugegeben und im Thermocycler auf die Virulenzgene und Subtypen analysiert
(Tabelle 3.8).
Für stx1d, die stx2-Subtypen und eae, hlyA, saa wurde ein 2 Step-Protokoll mit einer
Annealing- und Extensionsphase bei 56 ◦C für 15 s und eine Schmelzkurvenanalyse
von 65 ◦C bis 95 ◦C durchgeführt (Tabelle 3.7). Für stx1c wurde ein 2 Step-Protokoll
mit einer Annealing- und Extensionsphase bei 54 ◦C gefahren. Stx1-positive Stäm-
me wurden auf stx1c und stx1d, stx2-positive Stämme auf stx2c und stx2d untersucht.
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Auf stx2e und stx2f wurde als multiplex Real-Time PCR parallel zum stx1- und
stx2-Screening untersucht. Dafür wurde ebenfalls ein 2 Step-Protokoll mit einer
Denaturierung von 98 ◦C für 5 s, einer Annealing- und Extensionsphase bei 56 ◦C
für 15 s und einer Schmelzkurvenanalyse von 65 ◦C bis 95 ◦C gefahren (Tabelle 3.7).
Die Referenzstämme und Primer sind in Tabelle 3.4 und Tabelle 3.5 aufgeführt.
3.2.5 Serotypisierung
Alle gewonnenen STEC-Isolate wurden zur Serotypisierung an das NRL-E. coli
des BfR (PD Dr. Lothar Beutin) in Berlin geschickt. Im NRL-E. coli erfolgte die
Identifizierung der O- und H- Antigene.
3.2.6 Vergleich von Anreicherungsmedien
In der Literatur sind verschiedene Anreicherungsmedien für STEC zu finden.
Für diese Arbeit wurde das selektive Anreicherungsmedium mTSB+N dem nicht
selektivem Medium BPW gegenübergestellt, um festzustellen, ob ein Unteschied
hinsichtlich der Isolierung von STEC zu beobachten ist. Beide Anreicherungsmedi-
en wurden von der EFSA empfohlen. Im Scientific Report der EFSA (2009) wird
die Verwendung von mTSB+N für Lebensmittelproben und BPW für Tierhaut- und
Fellproben, sowie für gefrorene Lebensmittelproben angeraten.
Für den Versuch wurden zehn Kotproben von Rothirschen, sowie 30 Kotproben
von Rehen in einem Doppelansatz kultiviert. Parallel zum Ansatz der Kotproben
in 90 ml BPW (Unterabschnitt 3.2.2) wurde je 1 g Kot in 90 ml mTSB+N im Sto-
macher homogenisiert und für 18 +/- 2 h bei 37 ◦C bebrütet. Aus der bebrüteten
mTSB+N Bouillon wurde ebenfalls eine Öse entnommen und auf einem SMAC-
Agar ein 3-Ösenausstrich angefertig. Von dem bebrüteten SMAC-Agar wurde
aus dem am dichtesten bewachsenen Areal mit einer Pipettenspitze eine kleine
Menge an Bakterienkolonien abgenommen und thermisch lysiert. Die PCR für das
Screening auf stx1 und stx2, als auch die Isolierung wurden entsprechend dem Un-
terabschnitt 3.2.2 durchgeführt. Die Ergebnisse der beiden Anreicherungsmedien
wurden miteinander verglichen.
50
KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
3.2.7 Statistik
Für die statistischen Auswertungen von 2 und 3 unabhängigen Stichproben wurde
mit dem Programm R Version 2.11.1 (open source software von R.Ihaka und
R.Gentleman) der Fisher-Test durchgeführt. Er diente dazu, herauszufinden, ob ein
signifikanter Unterschied besteht zwischen:
• Rothirschkot und Rehkot
• männlichen und weiblichen Rothirschen bzw. Rehen
• weiblich nicht trächtigen und weiblich trächtigen Rothirschen
• Kalb bzw. Kitz, Jungtier und Alttier
• Kot, Lymphknoten und Tonsillen
• den stx-positiven D-Platten der Rothirsche und der Rehe
• dem Vorkommen von stx1 und stx2 bei Wildwiederkäuern
• BPW und mTSB+N
Dazu wurde jeweils eine Nullhypothese H0 aufgestellt. Die Alternativhypothese
wird als H1 bezeichnet. Das Signifikanzniveau wurde bei α=0,05 festgelegt. Dies
bedeutet, dass die maximal zulässige Wahrscheinlichkeit für irrtümliches Ablehnen
einer eigentlich richtigen Nullhypothese H0 5 Prozent beträgt. H0 wird zum Signifi-
kanzniveau α abgelehnt, wenn der Fisher-Test einen p-Wert von p<0,05 ergibt. Ist
dies der Fall, so besteht ein signifikanter Unterschied. Die eingegebenen Werte sind
im Anhang in Tabelle 8.11 gelistet.
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4 Ergebnisse
4.1 STEC bei Rothirschen und Rehen
4.1.1 Prävalenz
Es konnte für STEC eine hohe Prävalenz in Wildwiederkäuern festgestellt werden
(Tabelle 4.1). Insgesamt waren 50 der 60 Wildwiederkäuer (83 Prozent) positiv für
das stx-Gen. Von den insgesamt 120 untersuchten Proben konnten bei 70 Proben
(58 Prozent) stx gefunden werden.
Bei den Rehkotproben ergaben 22 der 30 Tiere (73 Prozent) ein stx-positives Ergeb-
nis. Im Kot der 30 Rothirsche konnte das stx-Gen 21 mal (70 Prozent) detektiert
werden. Zwischen den beiden Tierarten konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=1; Fisher-Test).
Da bei den Rothirschen nicht nur Kot, sondern auch Lymphknoten und Tonsille
auf STEC untersucht wurden, ergab sich bei den Rothirschen mit 28 positiven
Tieren eine höhere Prävalenz als bei den Rehen mit 22 positiven Tieren. Das stx-Gen
wurde dabei am häufigsten im Kot (70 Prozent) der Rothirsche nachgewiesen,
gefolgt von Lymphknoten (60 Prozent) und Tonsille (30 Prozent). Die statistischen
Auswertungen ergaben, dass das stx-Gen signifikant häufiger im Kot und in
Lymphknoten als in den Tonsillen vorkam (p<0,05; Fisher-Test).
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Tabelle 4.1 Prävalenz von stx-positiven Rothirschen und Rehen
Tierart Anzahl stx-positiv Probe Anzahl stx-positiv
Rothirsch 30 28 (93%)
Tonsille 30 9 (30%)
Lymphknoten 30 18 (60%)
Kot 30 21 (70%)
Reh 30 22 (73%) Kot 30 22 (73%)
Gesamt 60 50 (83%) - 120 70 (58%)
4.1.2 Alters- und Geschlechtsverteilung stx-positiver Proben
Bei den Rothirschen wurde hinsichtlich der Geschlechtsverteilung stx-positiver
Proben kein signifikanter Unterschied festgestellt (p=1; Fisher-Test). Ebenso ergab
die statistische Auswertung für nicht trächtige und trächtige Rothirsche keinen
signifikanten Unterschied (p=1; Fisher-Test). Von den 28 positiven Rothirschen
wurden bei neun von zehn männlichen Tieren (90 Prozent) und 19 von 20 weibli-
chen Tieren (93 Prozent) das stx-Gen festgestellt (Tabelle 4.2). Alle nicht trächtigen
Tiere waren stx-positiv, von den zehn trächtigen Tieren waren bis auf ein Tier
ebenfalls alle positiv. Bei den zwei negativen Tieren handelt es sich zum einen um
ein männliches Kalb und zum anderen um ein trächtiges Alttier.
Tabelle 4.2 Geschlechtsverteilung stx-positiver Rothirsche
Geschlecht Anzahl stx-positiv stx-negativ
Gesamt 30 28 (93%) 2 (7%)
Männlich 10 9 (90%) 1 (10%)
Weiblich gesamt 20 19 (93%) 1 (5%)
Weiblich (nicht trächtig) 10 10 (100%) 0
Weiblich (trächtig) 10 9 (90%) 1 (10%)
Bei den männlichen Rothirschen kam das stx-Gen am häufigsten im Kot vor, gefolgt
von Lymphknoten und Tonsille. Insgesamt wies der Kot bei den weiblichen Tieren
ebenfalls die höchste Prävalenz auf (Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3 Verteilung der stx-positiven Rothirschproben in Bezug zum Geschlecht
Probe Männlich Weiblich
Anzahl + Anzahl + +n.t. +tr.
Tonsille 10 1 (10%) 20 8 (40%) 4 (40%) 4 (40%)
Lymphknoten 10 7 (70%) 20 11 (55%) 3 (30%) 8 (80%)
Kot 10 8 (80%) 20 13 (65%) 7 (70%) 6 (60%)
+=stx-positiv n.t.=nicht trächtig tr.=trächtig
Hinsichtlich der Altersverteilung der Rothirsche konnte bei den 3 Kategorien Kalb,
Jungtier und Alttier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=1; Fisher-
Test). Sowohl beim Kalb, als auch beim Jungtier konnte das stx-Gen am häufigsten
im Kot nachgewiesen werden (Tabelle 4.4). Beim Alttier wurde das stx-Gen 9 mal im
Lymphknoten (75 Prozent) und 8 mal im Kot (67 Prozent) detektiert. Die Verteilung
des stx-Gens bei den drei verschiedenen Matrizes in Bezug zum Einzeltier sind im
Anhang in Tabelle 8.5 bis 8.7 aufgeführt.
Tabelle 4.4 Verteilung der stx-positiven Rothirschproben in Bezug zum Alter
Probe Kalb Jungtier Alttier
Anzahl + Anzahl + Anzahl +
Tonsille 10 3 (30%) 8 2 (25%) 12 4 (33%)
Lymphknoten 10 6 (60%) 8 3 (38%) 12 9 (75%)
Kot 10 8 (80%) 8 5 (63%) 12 8 (67%)
+=stx-positiv
Bei den Rehen wurde ebenfalls hinsichtlich der Geschlechtsverteilung stx-positiver
Proben, als auch hinsichtlich der Altersverteilung kein signifikanter Unterschied
festgestellt (p=0,58, p=0,28; Fisher-Test). Die 22 stx-positiven Kotproben der Rehe
verteilten sich auf sieben der zehn männlichen Tiere (70 Prozent) und auf neun
der zehn weiblichen Tiere (90 Prozent). Von den restlichen sechs stx-positiven
Kotproben standen keine Tierdaten zur Verfügung. Bei den acht stx-negativen
Tiere handelte es sich um ein männliches Kitz, zwei männliche Jungtiere und
ein weibliches Alttier. Für die vier anderen stx-negativen Tiere konnten ebenfalls
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keine Tierdaten ermittelt werden. Bezogen auf das Alter verteilten sich die sieben
stx-positiven männlichen Tiere auf drei Kitze, ein Jungtier und drei Alttiere. Bei
den neun stx-positiven weiblichen Tieren ergab sich eine Altersverteilung auf vier
Kitze, ein Jungtier und vier Alttiere (Tabelle 4.5).
Tabelle 4.5 Verteilung der stx-positiven Rehe hinsichtlich Geschlecht und Alter
Geschlecht Anzahl stx-positive stx-negative
K J A Gesamt K J A Gesamt
Männlich 10 3 1 3 7 (70%) 1 2 - 3 (30%)
Weiblich 10 4 1 4 9 (90%) - - 1 1 (10%)
keine Daten 10 - - - 6 (60%) - - - 4 (40%)
Gesamt 30 7 2 7 22 (73%) 1 2 1 8 (27%)
K=Kitz J=Jungtier A=Alttier
4.1.3 Isolate
Aus dem Kot der Rothirsche konnten mehr Isolate gewonnen werden, als aus
Rehkot (Tabelle 4.6). Die statistische Auswertung ergab, dass ein signifikanter
Unterschied zwischen den 12 stx-positiven D-Platten der Rothirsche und den 5
stx-positiven D-Platten der Rehe besteht (p<0,05; Fisher-Test).
Bei den 28 stx-positiven Rothirschen konnten aus den drei Matrizes Kot, Lymph-
knoten und Tonsille insgesamt 29 stx-positive Isolate von 15 verschiedenen Tieren
gewonnen werden. Von den 30 Lymphknotenbouillons detektierte die PCR 18
stx-positive Bouillons. Die PCR der dazugehörigen ON-Platten ergab bei sechs
Tieren positive Ergebnisse. Davon konnten fünf Isolate gewonnen werden. Die
dazugehörige D-Platte war in drei Fällen positiv und es konnte ein Isolat gewonnen
werden. Von den 30 Tonsillenbouillons ergab die PCR neun stx-positive Bouillons.
Von diesen wurden fünf ON-Platten in der PCR positiv getestet und drei Isolate
konnten in die Mikrobank überführt werden. Keine der entsprechenden D-Platten
war positiv. Die PCR der ON-Platten von Kot führte bei 21 Tieren zu positiven
Ergebnissen. Hiervon konnten 12 Isolate in die Mikrobank überführt werden.
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Zwölf der 21 dazugehörigen D-Platten (40 Prozent) waren in der PCR positiv,
davon konnten acht Isolate gewonnen werden (Tabelle 4.6).
Bei den Rehen konnten aus den Kotproben zwölf stx-positive Isolate von zehn
verschiedenen Tieren gewonnen werden. Die PCR der ON-Platten von Kot führte
bei 22 Tieren zu positiven Ergebnissen. Davon konnten zehn Isolate gewonnen wer-
den. Jedoch ergaben nur 5 der entsprechenden D-Platten (17 Prozent) ein positives
PCR-Ergebnis. Davon konnten zwei Isolate gewonnen werden (Tabelle 4.6).
Tabelle 4.6 Stx-positive Nährmedien und gewonnene Isolate aus Rothirsch- und Rehproben
Tierart Probe Gesamt Bouillon ON Isolate D Isolate
Rothirsch
Tonsille 30 9 (30%) 5 (56%) 3 (60%) 0 0
Lymphknoten 30 18 (60%) 6 (33%) 5 (83%) 3 (17%) 1 (33%)
Kot 30 n.d. 21 (70%) 12 (57%) 12 (40%) 8 (67%)
Reh Kot 30 n.d. 22 (73%) 10 (46%) 5 (17%) 2 (40%)
n.d.=nicht durchgeführt ON=Overnight-Platte D=Direkt-Platte
4.1.4 Phänotypische Eigenschaften
Von den insgesamt 41 stx-positiven Isolaten von Rothirschen und Rehen besaßen
alle die Fähigkeit den Zucker Sorbit zu fermentieren und zeigten eine positive
Indolreaktion. 33 Isolate (80 Prozent) wiesen beta-D-Glucuronidase-Aktivität auf.
Acht Isolate (20 Prozent) zeigten keine Fluoreszenz unter UV-Licht (Tabelle 4.7).
Tabelle 4.7 Phänotypische Eigenschaften der 41 Isolate von Rothirschen und Rehen
Substrat Substratumsatz
positiv negativ
Sorbit 41 0
Tryptophan 41 0
4-Methylumbelliferyl-beta-D-Glucuronid 33 8
Die gewonnenen Isolate wurden biochemisch analysiert. Es konnten alle als E. coli
bestätigt werden (Anhang Abbildung 8.1 und Tabelle 8.8).
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4.2 Verteilung der Virulenzgene
Das stx2-Gen wurde signifikant häufiger als das stx1-Gen gefunden (p<0,05; Fisher-
Test). Das Screening auf stx1 und stx2 ergab, dass alle 70 stx-positiven Proben
der Wildwiederkäuer das stx2-Gen beherbergten. Bei einem Rothirsch waren drei
Isolate, davon zwei aus Kot und ein Isolat aus Lymphknoten positiv für stx1 und
stx2 (Anhang Abbildung 8.2 und Tabelle 8.9).
Bei der stx2-Subtypisierung wurden zwei verschiedene Subtypen gefunden: stx2c
und stx2d. Hierbei konnte das stx2d-Gen bei 40 der 41 gewonnenen Isolaten
(98 Prozent) detektiert werden und war der häufigste stx-Subtyp. Der Subtyp stx2c
wurde bei einem Isolat (2 Prozent) gefunden. Von den drei stx1-positiven Isolaten
(7 Prozent) konnte nur ein Isolat weiter zu stx1c subtypisiert werden. Die Subtypen
stx1d, stx2e und stx2f wurden bei keinem Isolat festgestellt. Das Virulenzgen hlyA
kam bei 18 Isolaten (44 Prozent) vor. Saa war nur bei drei Isolaten vorhanden
(7 Prozent). Das Virulenzgen eae konnte bei keinem Isolat nachgewiesen werden.
Hinsichtlich der Genkombinationen war das stx2d-Gen alleine mit 22 mal (54 Prozent)
bei den Wildwiederkäuern am meisten vertreten, gefolgt von stx2d+hlyA 13 mal
(32 Prozent). Insgesamt wurden bei den 29 gewonnenn Isolaten der Rothirsche vier
verschiedene und bei den 12 Isolaten der Rehe fünf verschiedene Genkombinatio-
nen gefunden (Tabelle 4.8 und Anhang Tabelle 8.9).
Tabelle 4.8 Genkombinationen der 41 Isolate von Rothirschen und Rehen
Genkombination Anzahl Isolate
Rothirsch Reh
stx2d 19 3
stx2d+hlyA 7 6
stx2d+saa 0 1
stx1+stx2d+hlyA 2 0
stx1c+stx2d+hlyA 1 0
stx2c+hlyA+saa 0 1
stx2d+hlyA+saa 0 1
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Isolate der Rothirsche, die nur positiv für stx2d waren, konnten 19 mal detektiert
werden, davon 13 mal aus Kotisolaten und jeweils dreimal aus Lymphknoten- bzw.
Tonsillenisolaten (Tabelle 4.9). Die Genkombination stx2d+hlyA wurde siebenmal
gefunden, davon fünfmal aus Kotisolaten und zweimal aus Lymphknotenisola-
ten.
Tabelle 4.9 Ergebnisse der 29 subtypisierten Isolate von 15 Rothirschen
Probe Isolate Genkombinationen
stx2d stx2d+hlyA stx1+stx2d+hlyA stx1c+stx2d+hlyA
Tonsille 3 3 0 0 0
Lymphknoten 6 3 2 1 0
Kot 20 13 5 1 1
Gesamt 291 191 71 22 12
1mehrere Isolate/Tier 2Rothirsch Nr. 12
Die Kombination stx1+stx2d+hlyA konnte in zwei Isolaten, einmal aus Kot und
einmal aus Lymphknoten des gleichen Tieres, festgestellt werden. Die Genkom-
bination stx1c+stx2d+hlyA konnte nur in einem Kotisolat nachgewiesen werden
(Tabelle 4.9).
Von den 41 subtypisierten und auf Virulenzgene untersuchten Isolaten stammten
von zehn Tieren je ein Kotisolat von einer ON-Platte und der dazugehörigen
D-Platte. Bei einem der zehn Tiere konnte zudem die Genkombination von je einem
Lymphknotenisolat von einer ON-Platte und der dazugehörigen D-Platte bestimmt
werden. Von den insgesamt elf Isolaten von ON-Platten stimmten sieben Isolate
hinsichtlich ihrer Genkombination mit den Isolaten der D-Platte überein. Bei den
restlichen vier Isolaten wurde keine Übereinstimmung festgestellt (Tabelle 4.10).
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Tabelle 4.10 Vergleich der Genkombinationen und der Serovare von Direkt- und Overnight-
Platte
Tiernummer1 Probe Direkt-Platte Serovar Overnight-Platte Serovar
Rothirsch
8 Kot stx2d O146:H28 stx2d O146:H28
11 Kot stx2d O130:[H30] stx2d O130:[H30]
11 Lymphkn. stx2d O21:H21 stx2d O21:H21
12 Kot stx1+stx2d+hlyA O174:H8 stx1c+stx2d+hlyA O174:[H8]
17 Kot stx2d O146:H28 stx2d+hlyA O18:H49
18 Kot stx2d+hlyA O130:[H30] stx2d O130:[H30]
21 Kot stx2d Orau:H28 stx2d Orau:H28
24 Kot stx2d+hlyA O18:[H49] stx2d+hlyA ONT:H49
28 Kot stx2d Orau:H28 stx2d Orau:H28
Reh
3 Kot stx2d+hlyA O21:H21 stx2d+hlyA Orau:[H21]
11 Kot stx2c+hlyA+saa O142:H16 stx2d+hlyA+saa O21:H21
1siehe Anhang Tabelle 8.3 und 8.4 NT=not typable []=unbeweglich Lymphkn.=Lymphknoten
4.3 Ergebnisse der Serotypisierung
Die 41 Isolate der Wildwiederkäuer ließen sich elf verschiedenen Serovaren zuord-
nen. Hierbei traten acht verschiedene O-Typen (O18, O21, O88, O110, O130, O142,
O146, O174) und sieben verschiedene H-Typen (H8, H16, H21, H28, H30, H31, H49)
auf. Ein raues Lipopolysacharid (Orau) wurde bei elf Isolaten gefunden. Ein Isolat
wies ein nicht typisierbares O-Antigen auf (ONT). Die Serovar Orau:H28 wurde
am häufigsten detektiert mit neun von 41 Isolaten (22 Prozent). Die zweithäufigste
Serovar O130:H30 wurde bei acht Isolaten (20 Prozent) nachgewiesen, davon waren
jedoch mit Ausnahme eines Isolates alle unbeweglich. Die Serovare O146:H28
und O21:H21 wurden bei je sechs Isolaten gefunden. Dreimal konnte die Sero-
var O174:H8 detektiert werden, dabei war ein Isolat unbeweglich. Zwei Isolate
wiesen O110:H31 auf, wobei beide unbeweglich waren. O18:H49 und Orau:H21
kamen ebenfalls bei je zwei Isolaten vor, davon war je ein Isolat unbeweglich.
ONT:H49, O142:H16 und die unbewegliche Serovar O88:H8 wurden jeweils einmal
nachgewiesen (Anhang Tabelle 8.10).
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Bei fünf der zehn Wildwiederkäuer, bei denen jeweils ein ON- und ein D-Isolat
derselben Probe gewonnen werden konnte, unterschieden sich die beiden Isolate
hinsichtlich ihrer Serovar. Davon wies in drei Fällen das ON-Isolat eine andere
Genkombination auf als das dazugehörige D-Isolat. Bei den restlichen fünf Wild-
wiederkäuern war die Serovar des ON- und dazugehörigen D-Isolats identisch,
jedoch stimmte der Genotyp in einem Fall nicht überein (Tabelle 4.10).
Bei zwei der vier Rothirsche, bei denen von verschiedenen Probenmaterialien
Isolate gewonnen werden konnten, stimmte die Serovar von Kot und Tonsille bzw.
Lymphknoten überein, jedoch nicht der Genotyp. Bei einem weiteren Tier war
der Genotyp des Kot- bzw. Lymphknotenisolats identisch, aber die Isolate wiesen
verschiedene Serovare auf. Der Rothirsch, von dem Isolate aus allen drei Matrizes
gewonnen werden konnte, wies im Tonsillenisolat einen anderen Genotyp und
eine andere Serovar auf als im Kot- bzw. Lymphknotenisolat (Anhang Tabellen 8.9
und 8.10).
4.4 PCR-Etablierung
Für die Auswertung des Temperaturgradienten von 52 ◦C bis 62 ◦C für die verschie-
denen Primerpaare wurde der Ct-Wert, sowie der Verlauf der Amplifikations- und
Schmelzkurven herangezogen. Den niedrigsten Ct-Wert zeigten die Primerpaare
für stx2d und eae bei 52 ◦C; für stx1c, stx2c, stx2e und stx2f bei 54 ◦C; für stx2d
und hlyA bei 56 ◦C und für das Primerpaar für saa bei 60 ◦C (Tabelle 4.11). Für die
Primerpaare für den Nachweis der Gene stx1d, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f, eae, hlyA
und saa zeigten die PCR-Produkte einen klaren Schmelzkurvenverlauf bei 56 ◦C ,
für das Primerpaar für stx1c war der Kurvenverlauf bei 54 ◦C besser (Abbildung 4.1,
Abbildung 8.3 im Anhang).
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Tabelle 4.11 Ct-Werte der Primerpaare bei verschiedenen Annealingtemperaturen
Temperatur Ct-Wert der Primerpaare für die Gene:
[◦C] stx1c stx1d stx2c stx2d stx2e stx2f eae hlyA saa
61,6 n.v. 26,1 34,2 n.v. n.v. n.v. 31,5 27,3 28,6
60,0 n.v. 23,9 23,1 30,9 26,4 33,4 30,1 25,2 22,3
58,2 n.v. 23,3 21,0 28,9 23,9 29,9 26,8 24,7 22,5
55,8 33,1 22,8 20,1 27,8 21,6 27,2 24,2 24,4 22,4
54,1 27,0 23,3 19,7 27,9 20,9 25,8 23,9 26,4 23,3
52,1 29,1 22,8 20,6 26,9 21,0 27,0 23,4 26,6 23,6
n.v.=nicht vorhanden
Abbildung 4.1 Amplifikationskurven der Virulenzgene und stx-Subtypen bei 56 ◦C
Da die Spezifität der Primer mit steigender Temperatur zunimmt und bei den
meisten Primerpaaren die Ct-Wert-Abweichungen gering waren, wurden für die
stx-Subtypisierung und das Virulenzgen-Screening eine Annealingtemperatur von
56 ◦C gewählt. Lediglich für das Primerpaar für stx1c wurde die Annealingtempera-
tur bei 54 ◦C festgesetzt, da hier der Ct-Wert zu stark abwich und der Kurvenverlauf
bei 56 ◦C deutlich schlechter war (Anhang Abbildung 8.4 und 8.5).
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Die Überprüfung der Amplifikatgröße mittels Gelelektrophorese zeigte, dass die
DNA-Amplifikate die jeweils zu erwartende Basenpaarlänge aufwiesen (Tabel-
le 3.5 und Abbildung 4.2). Die Basenpaarlänge konnte anhand des mitgeführten
Längenstandards für jedes Amplifikat überprüft werden.
Abbildung 4.2 Gelelektrophorese der DNA-Amplifikate (Negativabbildung)
Für die Subtypen stx2e und stx2f konnte eine multiplex Real-Time PCR als Scree-
ning Methode etabliert und parallel zum stx1- und stx2-Screening durchgeführt
werden. Die Annealingtemperatur war für die Primerpaare stx2e und stx2f jeweils
bei 56 ◦C möglich. Die Schmelzkurvenanalyse ergab, dass die Schmelztemperatur
von stx2e bei 80,5 ◦C und von stx2f bei 78,5 ◦C liegt (Tabelle 4.12). Damit sind die
Schmelzkurven von stx2e und stx2f gut voneinander zu differenzieren (Abbil-
dung 4.3).
63
KAPITEL 4. ERGEBNISSE
Tabelle 4.12 Ermittelte Schmelztemperaturen der Virulenzgene und stx-Subtypen
Primer Gen Schmelztemperatur [◦C]
Lin-up/1OX3 stx1c 84,0
VT1AvarF/-R stx1d 80,5
stx2c-a/-b stx2c 78,5
stx2d-a/-b stx2d 82,5
stx2e-a/-b stx2e 80,5
stx2f-a/-b stx2f 78,5
eae-F2/-R eae 78,5
ehec-F2/-R hlyA 77,5
Saa-F/-R saa 80,5
Abbildung 4.3 Schmelzkurven der multiplex Real-Time PCR für stx2e und stx2f
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4.5 Vergleich der Anreicherungsmedien
Der Vergleich der Nährmedien BPW gegen mTSB+N wurde bei 40 Kotproben
durchgeführt (Tabelle 4.13). Aus BPW wurden drei Isolate mehr als aus mTSB+N
gewonnen. Der Fisher-Test ergab für den Vergleich von BPW mit mTSB+N keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich des Isolierungserfolgs von STEC (p=0,81).
Die PCR der 40 ON-Platten, die als 3-Ösenausstrich von der mTSB+N Bouillon
hergestellt wurden, lieferte bei 27 Platten ein stx2-positives Ergebnis. Von acht der
27 stx-positiv getesteten Platten konnten Isolate gewonnen werden.
Von den 40 ON-Platten aus BPW wurde das stx-Gen 29 mal detektiert. Hierbei
waren alle eindeutig stx2 positiv. Isolate konnten von elf der 29 stx-positiven Platten
in die Mikrobank überführt werden.
Tabelle 4.13 Ergebnisse der Anreicherungsmedien mTSB+N und BPW
Probe Anzahl mTSB+N BPW
+ON Isolate +ON Isolate
Kot 40 27 (68%) 8 (30%) 29 (72,5%) 11 (38%)
mTSB+N=modified Tryptic Soy Broth + Novobiocin (16 mg/l)
BPW=Buffered Peptone Water
+ON=stx-positive Overnight-Platte
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5 Diskussion
5.1 Prävalenz
In dieser Arbeit konnte mit 83 Prozent eine sehr hohe Prävalenz von STEC in
bayerischen Wildwiederkäuern ermittelt werden. Betrachtet man nur die Wildwie-
derkäuer, die einen stx-positiven Befund im Kot aufwiesen, so waren es 43 der 60
Tiere (72 Prozent). Die belgische Studie von PIERARD et al. (1997) ergab mit bis
zu 79 Prozent bei Wildwiederkäuer eine ähnlich hohe Prävalenz. Die Ergebnisse
deutscher Studien über das Vorkommen von STEC bei Wildwiederkäuern liegen
zwischen 29 und 52 Prozent (LEHMANN et al., 2006; DIEPOLDER, 2008). THOMS
(1999) konnte allerdings das stx-Gen im Kot nur bei 6 von 53 Rehen (11 Prozent)
detektieren. Im Rahmen von Lebensmittelplanproben untersuchtes Wildfleisch
wies eine STEC-Prävalenz von ca. 10 bis 15 Prozent auf (HARTUNG, 2007, 2008).
Für den Nachweis von STEC im Kot bayerischer Rinder konnte mit 50 Prozent eine
etwas niedrigere STEC-Prävalenz als in dieser Arbeit ermittelt werden (MAYRS-
HOFER, 2005). Bei Untersuchungen auf STEC in Wildwiederkäuern aus anderen
Ländern wird für Kot meist eine niedrigere Prävalenz festgestellt. So führte eine
argentinische Studie bei Wildwiederkäuern in ca. 25 Prozent zu einem stx-positiven
Ergebnis (LEOTTA et al., 2006). Eine in Japan durchgeführte Studie bei Wildwie-
derkäuern wies mit etwa 10 Prozent ebenfalls eine geringe Prävalenz für STEC im
Kot auf (FUKUYAMA et al., 1999). Bei der Untersuchung von Wildwiederkäuern in
England auf E. coli O157 ergab eine der 27 Kotproben (3,7 Prozent) ein stx-positives
Ergebnis (PRITCHARD et al., 2009). In den USA wurden für die STEC-Prävalenz bei
Wildwiederkäuern Werte von unter 5 bis ca. 20 Prozent ermittelt (ISHII et al., 2007;
GILBREATH et al., 2009).
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Die Populationsdichte an Wildwiederkäuern im Bayerischen Wald ist eher nied-
rig (HEURICH, 2010). Daher stellen die Hauptursachen für die in dieser Arbeit
gefundene hohe Prävalenz wahrscheinlich die Haltungsform und die Zufütterung
der Tiere im Winter dar. In dieser Jahreszeit werden die Rothirsche in 30 bis
50 ha großen eingezäunten Bereichen gehalten und darin auch gefüttert. Folglich
kann dies an den Futterstellen zu einem ’Crowding Effekt’ führen. Die Rehe
wurden im Rahmen des Kennzeichnungsprojekts mit Futter angelockt. Dadurch
besteht bei beiden Tierarten ein erhöhtes Übertragungsrisiko von STEC durch
orale Aufnahme von Kot stx-positiver Tiere. Da nicht beschrieben ist, das STEC
bei Wildwiederkäuern zu einer Erkrankung oder zum Tod führt, gehören sie
wahrscheinlich zur normalen Darmflora (NAYLOR et al., 2005). Dies bedeutet, dass
die Wildwiederkäuer ein arttypisches Lebensalter erreichen und während dieser
ganzen Zeit als STEC-Überträger fungieren können.
Beim Rothirsch ergab die Untersuchung der drei verschiedenen Matrizes für Kot
die höchste STEC-Prävalenz. Mesenteriallymphknoten und Tonsillen wiesen in
dieser Arbeit eine Prävalenz von 60 bzw. 30 Prozent auf. Studien über den Nachweis
von STEC im lymphatischen Gewebe von Wildwiederkäuern konnten in der
Literatur nicht gefunden werden. Über den Nachweis von STEC im lymphatischen
Gewebe von Wiederkäuern liegen nur wenige wissenschaftliche Berichte vor.
BONARDI et al. (2007) untersuchte Rinderfäzes, -lymphknoten und -tonsillen auf
die stx-positiven Serovare O26, O103, O111, O145 und O157. Es führten sieben
von 182 Kotproben (4 Prozent), aber nur einer von 89 Lymphknoten (1 Prozent)
und eine von 93 Tonsillen (1 Prozent) zu einem positiven Ergebnis. Da jedoch nur
auf bestimmte Serovare untersucht wurde, ist dieses Ergebnis nur schwer mit
den Ergebnissen dieser Arbeit zu vergleichen. BUMANN (2010) detektierte das
stx-Gen bei 16 Kotproben und 11 Tonsillen von insgesamt 200 untersuchten kleinen
Wiederkäuern aus der Schweiz.
Die für Kot gefundene höchste STEC-Prävalenz beim Vergleich der drei Matrizes
lässt sich dadurch erklären, dass STEC wahrscheinlich zur normalen Darmflora
der Wildwiederkäuer zählt. Die in dieser Arbeit ermittelte hohe Prävalenz für
STEC im Lymphknoten ist teilweise vermutlich auf eine Kotkontamination bei
der Probennahme zurückzuführen. Aufgrund der Probennahme am Erlegungsort
konnte nicht unter vollständig sterilen Bedingungen gearbeitet werden. Bei den
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neun Rothirschen (Tabelle 4.1), die stx-positive Tonsillen aufwiesen, kam es wahr-
scheinlich durch orale Aufnahme von STEC-haltigem Kot zu einer Kontamination.
Bei dem einen Rothirsch, der nur einen stx-positiven Befund für die Tonsillen ergab,
blieb es entweder bei einer lokalen Kontamination, oder der Kot war aufgrund
einer intermittierenden STEC-Ausscheidung zum Zeitpunkt der Probennahme
negativ. Des Weiteren trägt die Haltungsform der Rothirsche im Winter insgesamt
zu einer höheren Nachweisrate mit STEC bei.
Hinsichtlich den Tierarten Rothirsch und Reh wurde im Kot für beide mit 70
bzw. 73 Prozent kein signifikanter Unterschied festgestellt. Andere Studien, die
Rothirsch und Reh verglichen haben, wiesen ebenfalls keinen Unterschied auf.
Jedoch lag die STEC-Prävalenz bei diesen Studien generell niedriger. So ergab
die in Deutschland durchgeführte Untersuchung von DIEPOLDER (2008) eine
STEC-Prävalenz von ca. 20 Prozent für Rothirsch und ca. 30 Prozent für Reh. Die
bei dieser Studie gefundene deutlich niedrigere Prävalenz für STEC lässt sich
sehr wahrscheinlich dadurch erklären, dass es sich um Muskulatur und nicht um
Kot als Probenmaterial handelte. Die von LILLEHAUG et al. (2005) ermittelten
Prävalenzen bei Rothirsch und Reh in Norwegen waren für beide Tierarten mit
ca. 1,5 Prozent für Rothirsch bzw. 0 Prozent für Reh vergleichbar niedrig. Eine
Untersuchung in Spanien auf die Serovar O157:H7 führte bei 3 der 206 Rothirschen
zu einem positiven Ergebnis. Alle untersuchten Rehe waren negativ (GARCIA-
SANCHEZ et al., 2007). Eine in Belgien durchgeführte Studie von PIERARD et al.
(1997) ergab dagegen mit 41 Prozent für Rothirsch und 79 Prozent für Reh einen
Unterschied hinsichtlich der STEC-Prävalenz. Die Mehrzahl der Studien stützt
das in dieser Arbeit festgestellte Ergebnis. Daher ist anzunehmen, dass die sehr
ähnliche Physiologie und das ähnliche Ernährungsverhalten von Rothirsch und
Reh zu keinem Unterschied bezüglich der STEC-Prävalenz bei den beiden Tierarten
führt.
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5.2 Alters-und Geschlechtsverteilung
Die Egebnisse dieser Arbeit zeigten für beide untersuchten Tierarten, dass das
Geschlecht für die STEC-Prävalenz nicht relevant ist. Es konnte in der Literatur
keine Studie gefunden werden, die bei Wildwiederkäuern diesen Aspekt betrachtet.
Untersuchungen bei Rindern auf das Vorkommen von STEC bezogen auf die
Geschlechtsverteilung bestätigten das in dieser Arbeit ermittelte Ergebnis (GEUE
et al., 2002; MÖLLER-NIELSEN et al., 2002). Die Studie von GEUE et al. (2002)
zeigte, dass die STEC-Prävalenz in einem Fall bei Bullen mit über 80 Prozent höher,
im anderen Fall mit unter 30 Prozent deutlich unter der STEC-Prävalenz von ca.
60 Prozent der weiblichen Herde liegen kann und somit das Geschlecht keine Rolle
spielt. Aus diesen Studien und der hier vorgelegten Arbeit lässt sich schlussfolgern,
dass für das Vorkommen von STEC das Geschlecht keine Bedeutung hat.
Des Weiteren wies der Vergleich von trächtigen mit nicht trächtigen Tieren keinen
signifikanten Unterschied auf. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis einer
amerikanischen Studie, bei der hinsichtlich dem Vorkommen von E. coli O157
kein Unterschied zwischen trächtigen und nicht trächtigen Kühen festgestellt
wurde (RILEY et al., 2003). Es ist daher anzunehmen, dass eine Trächtigkeit nicht
zu einem erhöhten Infektionsrisiko oder zu einer erhöhten STEC-Ausscheidung
führt.
Für die drei Altersgruppen konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied ermittelt
werden. Es sind Studien beschrieben, die die STEC-Prävalenz in Bezug zum
Alter bei Hauswiederkäuern analysierten, jedoch nicht für Wildwiederkäuer. Die
Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass mit zunehmendem Alter der Tiere die STEC-
Prävalenz abnahm (COOKSON et al., 2006; DÖPFER et al., 2006; SHEKARFOROUSH
et al., 2008; CHO et al., 2009; MILNES et al., 2009). Der Grund für die Abweichung
der Ergebnisse dieser Arbeit könnte die geringe Tieranzahl bzw. die teilweise
fehlenden Altersangaben bei den Rehen sein. Jedoch ist es durchaus auch möglich,
dass bei Wildwiederkäuern aufgrund ihrer Lebensweise oder ihrer Physiologie
kein Zusammenhang zwischen Alter und der STEC-Prävalenz besteht.
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5.3 Genausstattung und Serovare der gewonnenen
Isolate
Alle stx-positiven Proben besaßen das stx2-Gen. Nur bei drei Proben konnte neben
dem stx2-Gen das stx1-Gen detektiert werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit
einer 2006 in Deutschland durchgeführten Studie bei Wildwiederkäuern, bei der
zu ca. 90 Prozent das stx2-Gen nachgewiesen wurde (LEHMANN et al., 2006). In
Japan konnten ASAKURA et al. (1998) ebenfalls nur stx2-positive Wildwiederkäuer
feststellen. FUKUYAMA et al. (1999) detektierten hingegen bei Wildwiederkäuer
häufiger das stx1-Gen mit 48 Prozent als das stx2-Gen mit 24 Prozent.
Hinsichtlich der stx-Subtypen kam in dieser Arbeit stx2d mit 98 Prozent am häu-
figsten vor. Die große Verbreitung dieses Subtypen bei Wildwiederkäuern werden
durch die Untersuchungen von LEHMANN et al. (2006) und von BEUTIN und MIKO
(2009) gestützt. Der Subtyp stx1c, der in dieser Arbeit bei einem Isolat gefunden
wurde, konnte in Studien von LEOTTA et al. (2006) und ISHII et al. (2007) ebenfalls
bei Wildwiederkäuern detektiert werden. Der Subtyp stx2c wurde in dieser Arbeit
bei einem Isolat festgestellt. In der Literatur konnte der Nachweis von stx2c in
Wildwiederkäuern nicht gefunden werden. Jedoch konnte er schon bei Hauswieder-
käuern bestätigt werden. Stx2c wird eine hohe Humanpathogenität zugesprochen,
da dieser Subtyp meist aus HUS- oder HC-Patienten isoliert wird (STRAUCH et al.,
2008; LEFEBVRE et al., 2009).
Der in dieser Arbeit ermittelte Wert für das Virulenzgen hlyA lag bei 44 Prozent.
Mit 35 Prozent bzw. über 50 Prozent für das Vorkommen von hlyA bei Wildwie-
derkäuern führten die Studien von LEHMANN et al. (2006) und von BEUTIN und
MIKO (2009) zu vergleichbaren Ergebnissen. Das Vorkommen von saa bei den
41 Isolaten betrug in dieser Arbeit 7 Prozent. Das saa-Gen konnte in anderen
Studien bei Isolaten von Wild- und Hauswiederkäuern zu einem deutlich höheren
Prozentsatz nachgewiesen werden (JENKINS et al., 2003; ISHII et al., 2007; OLIVEIRA
et al., 2007). Das Virulenzgen saa war in dieser Arbeit bei zwei Isolaten mit dem
hlyA-Gen assoziiert. Auch anderer Autoren haben die Kombination von saa mit
hlyA gefunden (PATON et al., 2001; JENKINS et al., 2003; ORDEN et al., 2005). Bei
keinem der 41 Isolate wurde das eae-Gen detektiert. Ebenso wie in dieser Arbeit,
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führten Untersuchungen von LEOTTA et al. (2006) bei 24 Wildwiederkäuern und
von LEHMANN et al. (2006) bei 34 Wildwiederkäuern zu keinem Nachweis von
eae.
Bezüglich den Genkombinationen kam der Subtyp stx2d ohne Nachweis der drei
Virulenzgene eae, hlyA und saa am häufigsten vor. 32 Prozent der Isolate wiesen
eine Kombination von stx2d mit dem Virulenzgen hlyA auf. Dieses Ergebnis wird
von der Studie von LEHMANN et al. (2006) bestätigt. Die Kombination stx2d mit saa
wurde in dieser Arbeit ebenfalls detektiert, jedoch nicht die Kombination stx2d mit
eae. BEUTIN et al. (2004) konnten den Subtyp stx2d ebenfalls nur bei eae-negativen
humanen Isolaten vorfinden.
Aus den Ergebnissen ist abzuleiten, dass das stx2-Gen mit dem Subtyp stx2d bei
den Wildwiederkäuern zu dominieren scheint. Andere stx-Subtypen sind dagegen
in Deutschland bei Wildwiederkäuern weniger verbreitet. Mit dem stx-Subtyp
stx2c konnte ein STEC-Stamm detektiert werden, der vermutlich eine höhere
Humanpathogenität besitzt. Des Weiteren ist anzunehmen, dass von den drei
untersuchten Virulenzgenen das hlyA-Gen bei Wildwiederkäuern am weitesten
verbreitet ist.
Von vier Tieren wurden in dieser Arbeit je zwei Isolate gewonnen, die sich in
ihrem Genotyp unterschieden. Somit konnte gezeigt werden, dass ein Tier Träger
mehrerer STEC-Stämme sein kann. Vorstellbar wäre es, dass auf einer SMAC-
Platte nach Übernachtanreicherung mehrere STEC-Stämme wachsen. Jedoch liegt
die Vermutung näher, dass durch die Übernachtanreicherung eine Vermehrung
zugunsten eines bestimmten STEC-Stammes stattfindet und dieser folglich auf der
SMAC-Platte dominiert. Wohingegen ein Direktausstrich anderen STEC-Stämmen
einen Selektionsvorteil bietet. Auf diese Fragestellung konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht näher eingegangen werden, bedarf jedoch weiterer Forschung.
Es konnten deutlich mehr Kotisolate von Rothirschen als von Rehen gewonnen
werden. Besonders bei den Direktausstrichen fällt ein deutlicher Unterschied auf,
wenn man den Wert von 40 Prozent der stx-positiven D-Platten von Rothirschkot
mit dem entsprechenden Wert von 17 Prozent von Rehkot vergleicht. Wahrschein-
lich wurden bei den Rehen weniger Isolate von D-Platten gewonnen, da der Kot im
Gegensatz zum Kot der Rothirsche tiefgefroren gelagert wurde. Dies wurde auch
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von anderen Autoren berichtet (MCDONOUGH et al., 2000; VAGSHOLM et al., 2003).
Dadurch waren die STEC vermutlich stark geschädigt oder nicht mehr vital. Bei den
Direktausstrichen vermehrten sie sich somit nicht mehr, oder wurden von anderen
Bakterien überwuchert. Erst durch die Übernachtanreicherung konnten die STEC-
Zellen sich regenerieren und so stark vermehren, dass sie auf der SMAC-Platte mit
einer höheren Wahrscheinlichkeit vorzufinden waren.
Die Serotypisierung der 41 Wildwiederkäuerisolate führte zu elf verschiedenen
Serovaren. Die in dieser Arbeit detektierten Gruppen O21, O88 und O146, so-
wie H8, H21 und H28 sind bei einer Studie von BEUTIN und MIKO (2009) in
Wildfleischisolaten gefunden worden. Die Kombinationen O146:H28, O21:H21 und
O174:H8 wurden bei Wildwiederkäuer ebenfalls schon festgestellt (LEHMANN et al.,
2006; ISHII et al., 2007). Hinsichtlich der Humanpathogenität ist in der Literatur
beschrieben, dass die Serovare O88:H8, O146:H28 und Orau:H28 in Deutschland
schon beim Menschen zu Erkrankungen führten (BEUTIN et al., 2004). Allerdings
besaßen diese Serovare den potentiell humanpathogeneren Genotyp stx2c. In dieser
Arbeit sind die genannten Serovare dagegen mit stx2d assoziiert. Laut der Statistik
des RKI (2010) wurden die O-Typen O130, O142, O146, O174 und O18 bei humanen
EHEC-Fällen in den Jahren 2009 und 2010 in Deutschland, davon zum Teil auch in
Bayern, nachgewiesen. Eine Angabe des RKI über die genotypischen Eigenschaften
der EHEC-Isolate liegt nicht vor. Jedoch verdeutlichen diese Daten, dass mit fünf
der acht in dieser Arbeit gefundenen O-Antigenen mehr als die Hälfte allein in den
letzten zwei Jahren in Deutschland mit EHEC-Fällen assoziiert war. Um jedoch eine
Aussage über die Humanpathogenität eines Isolats treffen zu können, sind neben
den serologischen und genotypischen Eigenschaften auch die Umwelt- und Wirts-
faktoren zu berücksichtigen. Aus diesem Grund kann bei einigen Serovaren der 41
Wildwiederkäuerisolate ein humanpathogenes Potential zwar nicht ausgeschlossen
werden, aber auch nicht mit Sicherheit bestätigt werden.
5.4 PCR-Etablierung
Für die stx-Subtypisierung, mit Ausnahme des Subtypen stx1c, und die Gene eae,
hlyA und saa wurde ein identisches PCR-Protokoll entwickelt. Auf diese Weise
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konnten die Subtypisierung und das Virulenzgen-Screening in einem gemeinsamen
PCR-Lauf durchgeführt werden und so Zeit und Kosten gespart werden.
Des Weiteren wurde erfolgreich eine multiplex PCR für stx2e und stx2f etabliert. Da
in der Literatur stx2e und stx2f bisher noch nie bei Wildwiederkäuern nachgewiesen
wurde, konnten diese beiden Subtypen durch die etablierte multiplex PCR schon
parallel zum stx-Screening abgehandelt werden und so Materialkosten gespart
werden. Gleichzeitig wurde durch die parallel zum stx-Screening durchgeführte
Untersuchung auf den stx2f -Subtypen sichergestellt, dass stx2f -positive Proben
detektiert wurden. Dies war notwendig, da der in dieser Arbeit verwendetet stx2-
Primer nicht stx2f amplifiziert.
5.5 Anreicherungsmedien im Vergleich
Zwischen den beiden Anreicherungsmedien mTSB+N (16 mg/l Novobiocin) und
BPW konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der Isolierung von STEC
festgestellt werden. Jedoch konnten in dieser Arbeit mit BPW drei Isolate mehr (11
Isolate) gewonnen werden. Bei vergleichbaren Studien wirkte sich der Zusatz von
Novobiocin negativ auf die Vermehrung und Isolierung von STEC aus (VIMONT
et al., 2007; JASSON et al., 2009; BEUTIN et al., 2010). JASSON et al. (2009) verglichen
verschiedene Anreicherungsmedien für den Nachweis sublethal geschädigter E. coli
O157 in Lebensmitteln. In dieser Studie führte eine Anreicherung in BPW zu einer
höheren Nachweisrate als in mTSB mit 10 mg/l Novobiocin. VIMONT et al. (2007)
untersuchten den Einfluss von Novobiocinzusatz auf die Vermehrung von STEC.
Die Ergebnisse zeigten, dass Novobiocin das Wachstum einiger STEC hemmt und
diese Suplementierung für den Nachweis von STEC in Lebensmitteln ungeeignet
ist. Eine andere Studie erzielte für tiefgefrorene Lebensmittel ebenfalls schlechtere
Ergebnisse für ein Anreicherungsmedium mit Novobiocin im Vergleich zu dem
nicht selektiven BPW (BEUTIN et al., 2010). Andere Autoren sind der Meinung, dass
für gestresste und geschädigte STEC eine Voranreicherung in einem nicht selektiven
Medium wie BPW oder TSB notwendig ist, bevor ein Antibiotikazusatz erfolgt (DE
BOER und HEUVELINK, 2000; HUSSEIN und BOLLINGER, 2008). Auch wenn in
dieser Arbeit mit beiden Anreicherungsmedien ähnliche Ergebnisse erzielt wurden,
74
KAPITEL 5. DISKUSSION
bietet BPW einige Vorteile. So kann ein und dieselbe BPW-Bouillon verwendet wer-
den um parallele Untersuchungen auf weitere pathogene Bakterien durchzuführen.
Dies ist insbesondere vorteilhaft, wenn nur wenig Probenmaterial zur Verfügung
steht. Anreicherungsprotokolle mit BPW sind z.B. für den Nachweis von Salmonella
(Methode der ASU nach §64 LFGB L 00.00-52 (2000)), Bacillus cereus (N.N., 2008b)
und Listeria monocytogenes (DUFFY et al., 2001) beschrieben. Auf diese Weise können
Material, Zeit und Platz eingespart werden. Des Weiteren ist diese Anreicherung
kostengünstiger.
5.6 Schlussfolgerung
Die in dieser Arbeit untersuchten Wildwiederkäuer waren zu einem sehr hohen
Prozentsatz Ausscheider von STEC. Dies zeigt, dass Wildwiederkäuer als primäres
Reservoir für STEC eine bedeutende Rolle für EHEC-Infektionen einnehmen könn-
ten. Die höhere Nachweisrate für STEC im Kot im Vergleich zu Lymphknoten und
Tonsillen konnte in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden. Des Weiteren wurde
keine Geschlechtsabhängigkeit hinsichtlich der Prävalenz von STEC festgestellt.
Eine Korrelation zwischen der STEC-Prävalenz und dem Tieralter konnte in dieser
Arbeit bei Wildwiederkäuern nicht dokumentiert werden. Alle Tiere waren stx2-
positiv, wobei der Subtyp stx2d dominierte. Eae-positive STEC wurden in dieser
Arbeit nicht gefunden. Daher stellen Wildwiederkäuer vermutlich vorwiegend ein
Reservoir für eae-negative STEC dar. Obgleich verschiedene Genkombinationen
festgestellt wurden, wiesen die meisten Genkombinationen auf ein geringes huma-
pathogenes Potential der STEC-Isolate hin. Mit elf verschiedenen Serovaren wurde
eine relativ geringe serologische Diversität der Isolate ermittelt. Bei einigen Isolaten
kann aufgrund der serologischen Eigenschaften und der Genkombinationen auf
ein humanpathogenes Potential geschlossen werden, insbesondere bei dem Stamm
O142:H16 mit der Kombination stx2c+hlyA+saa. Phänotypisch zeigten sich alle
STEC-Isolate Sorbit-positiv. Bezüglich des Vergleichs der Anreicherungsmedien
konnte mit BPW ein geringgradig besserer Isolierungserfolg von STEC erzielt
werden als mit mTSB+N.
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6 Zusammenfassung
STEC zählen zu den bedeutenden lebensmittelhygienisch-relevanten Bakterien
mit zoonotischem Potential. Als Hauptreservoir für STEC werden Wiederkäuer
angesehen. Wildwiederkäuer werden als weiteres wichtiges Reservoir diskutiert,
jedoch liegen bislang nur wenige Studien vor, die sich mit diesem Themengebiet
befassen. Um herauszufinden, inwieweit Wildwiederkäuer als Träger von STEC
eine Rolle spielen, wurden von Rothirschen und Rehen aus dem Bayerischen Wald
Proben untersucht. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Virulenz-
genkombinationen von isolierten STEC-Stämmen zu bestimmen, da neben dem
namensgebenden stx-Gen auch andere Virulenzgene von Bedeutung sind.
Insgesamt wurden 120 Proben von Wildwiederkäuern untersucht. Es wurden Kot-,
Mesenteriallymphknoten- und Tonsillenproben von 30 erlegten Rothirschen und
Kotproben von 30 lebenden Rehen gewonnen. Für das stx1- und stx2-Screening
mittels multiplex Real-Time PCR wurden die Proben in BPW und auf SMAC-Platten
kultiviert. Gewonnene STEC-Isolate wurden auf die stx1- und stx2-Subtypen sowie
auf die Gene eae, hlyA und saa untersucht. Zudem wurden die Isolate phänotypisch
identifiziert und charakterisiert. 40 Proben wurden parallel zum Ansatz in BPW
in mTSB+N kultiviert. Für stx2e und stx2f wurde eine duplex Real-Time PCR
etabliert.
Mit 83 Prozent wurde eine sehr hohe STEC-Prävalenz in Wildwiederkäuern nach-
gewiesen. Bei den Rothirschen war der Kot zu 70 Prozent, die Lymphknoten zu
60 Prozent und die Tonsillen zu 30 Prozent stx-positiv. Rehkot war zu 73 Prozent
positiv. Es wurde kein Zusammenhang zwischen den Tierarten oder deren Ge-
schlecht bzw. deren Alter und der STEC-Prävalenz ermittelt. Von 25 stx-positiven
Tieren konnten 41 Isolate gewonnen werden. Diese Isolate waren alle stx2-positiv,
davon wiesen die meisten den Subtyp stx2d auf. Nur ein Isolat war stx2c-positiv.
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Von den drei Isolaten, bei denen neben stx2 auch das stx1-Gen festgestellt werden
konnte, wurde ein Isolat als stx1c typisiert. HlyA wurde zu 44 Prozent und saa
zu 7 Prozent detektiert. Stx1d, stx2e, stx2f und eae wurden nicht gefunden. Die
Serotypisierung ergab elf verschiedenen Serovaren mit acht O- und sieben H-Typen.
Es wurden einige Serovare ermittelt, die in Deutschland schon zu humanen EHEC-
Erkrankungen führten. Alle Isolate waren Sorbit-positiv. Der Isolierungserfolg von
STEC lag bei der Kultivierung in BPW mit 38 Prozent etwas höher als bei mTSB+N
mit 30 Prozent.
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Wildwiederkäuer als bedeutendes Reservoir
für STEC fungieren. Bei den gewonnenen STEC-Isolaten waren der Subtyp stx2d
und das Enterohämolysingen hlyA am häufigsten vertreten. Bei einem STEC-Isolat
eines Rehs konnte O142 und der Subtyp stx2c nachgewiesen werden, was mit einer
höheren Virulenz assoziiert werden kann.
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7 Summary
Detection and characterization of shiga toxin-producing
Escherichia coli in cervids
STEC belong to the significant foodborne bacteria with zoonotic potential. Ru-
minants are regarded as the main reservoir of STEC. Cervids are being discussed
another relevant reservoir, however there are only few studies covering this assump-
tion. The objective of this study was to investigate the role of cervids as carrier
animals of STEC and to determine the virulence profile of isolated STEC-strains.
In total 120 samples from red and roe deer were taken in the Bavarian Forest.
In red deer sampling comprised samples of feces, mesenterial lymphnodes and
tonsils from 30 shot animals. In roe deer 30 faecal samples were taken from healthy
animals. The samples were studied using real-time PCR and culturing methods.
Thus, all samples were enriched in BPW, 40 samples additionally in mTSB+N, and
cultivated on SMAC-agar plates. The real-time PCR screening was based on the
stx1 and stx2 genes. All STEC-isolates were subtyped, analysed on the detection of
eae, hlyA and saa and characterized phenotypically. A duplex real-time PCR was
established for the detection of stx2e and stx2f.
The detection rate of STEC in cervids was very high (83 percent). In red deer
70 percent of the faecal samples, 60 percent of lymphnodes and 30 percent of
tonsils were stx-positive. 73 percent of the faecal samples of healthy roe deer were
stx-positive. No correlation was detected between the animal species, their sexes
or their ages and the detection rate of STEC. 41 isolates were obtained from 25
stx-positive animals. All of these isolates exhibited the stx2-gene, the majority of
them stx2d as subtype. Solely one isolate was positive for stx2c. Three isolates
showed stx2 and stx1, of which one isolate was further subtyped as stx1c. HlyA and
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saa was detected in 44 percent and 7 percent, respectively, of all isolates, whereas
stx1d, stx2e, stx2f and eae could not be detected. All isolates were sorbit positive.
Enrichment in BPW resulted in a higher isolation rate (38 percent) than in mTSB+N
(30 percent).
This study shows that cervids might play a relevant role as a reservoir of STEC.
The most frequently detected subtype was stx2d and in the majority of the isolates
the hlyA-gene was present. In roe deer one STEC-isolate was stx2c positive. This
subtype is associated with a higher pathogenicity for humans.
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8 Anhang
8.1 Anhang zu Material und Methoden
Tabelle 8.1 Geräte
Bezeichnung Hersteller/Ort Artikel
Elektrophoresekammer Bio-Rad/München 170-4466
Gel-Presse Bio-Rad/München 170-4412
Gel-Kamm 15 Zinken Bio-Rad/München 170-4464
Magnetrührer Heidolph/Schwabach 50301
Mikrowelle Medion/Mühlheim an der Ruhr MM6460
Mini Comb Holder Bio-Rad/München 170-4331
Molecular Imager Gel Doc Bio-Rad/München 170-8170
Power Supply Bio-Rad/München 164-5050
Software Quantity One Bio-Rad/München 170-9600
Stomacher Seward/Bohemia USA 37179
Thermomixer Eppendorf/Wesseling-Berzdorf 5355 000.011
Vortexer VELP Usmate/Mailand Italien F20220176
Zentrifuge Typ 5415D Eppendorf/Wesseling-Berzdorf -
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Tabelle 8.2 Verbrauchsmaterialien und Reagenzien
Bezeichnung Hersteller/Ort Artikel
Agarose Bio-Rad/München 161-3101
Api 20E Biomerieux/Nürtingen 20160
DNA Loading Buffer Bioline/Luckenwalde Bio-37045
Ethidiumbromidlösung 10 mg/ml Bio-Rad/München 161-0433
0,2 ml PCR Tubes Kisker/Steinfurt G002
Hyperladder VTM Bioline/Luckenwalde Bio-33031
Kovacs Indolreagenz Merck/Ismaning 1.09293.0100
Mikrobank-Röhrchen MW&E/Wiltshire GB MWVIM
Nitrilhandschuhe Roth/Karlsruhe P777.1
Parafilm Menasha/Wisconsin USA PM-996
Stomacher-Beutel Interscience/Paris F 132025
10 x TBE-Puffer Bio-Rad/München 161-0733
1,5 ml Tube Kisker/Steinfurt G052BP
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Tabelle 8.3 Daten der untersuchten Rothirsche
Nummer Bezeichnung Alter [a] Geschlecht Gewicht [kg]
1 Jungtier 1,5 männlich 75
2 Jungtier 1,5 weiblich 65
3 Alttier 18 weiblich 85
4 Alttier 13 weiblich 85
5 Kalb 0,4 männlich 45
6 Kalb 0,4 weiblich 55
7 Kalb 0,4 weiblich 50
8 Kalb 0,5 weiblich 55
9 Kalb 0,5 männlich 60
10 Alttier 20 männlich 80
11 Alttier 8 weiblich 96
12 Alttier 10 weiblich 85
13 Kalb 0,5 weiblich 50
14 Jungtier 1,5 weiblich 65
15 Jungtier 1,5 weiblich 65
16 Alttier 5 weiblich 70
17 Kalb 0,5 männlich 50
18 Kalb 0,5 weiblich 40
19 Jungtier 1,5 weiblich 55
20 Jungtier 1 weiblich 75
21 Kalb 0,6 männlich 60
22 Jungtier 1,5 männlich 75
23 Alttier 8 weiblich 75
24 Kalb 0,6 männlich 50
25 Alttier 12 weiblich 85
26 Jungtier 1,5 weiblich 65
27 Alttier 10 weiblich 85
28 Alttier 12 weiblich 90
29 Alttier 3 männlich 80
30 Alttier 10 männlich 120
Kalb < 1 Jahr Jungtier < 3 Jahre Alttier ≥ 3 Jahre
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Tabelle 8.4 Daten der untersuchten Rehe
Nummer Bezeichnung Alter [a] Geschlecht Gewicht [kg]
1 Jungtier 2 männlich 20
2 Alttier 3 weiblich 29
3 - - - -
4 - - - -
5 Alttier 3 männlich 25
6 Kitz < 1 weiblich 16
7 Kitz < 1 weiblich 20
8 Alttier 5 männlich 26
9 Kitz < 1 männlich 13
10 Alttier 5 weiblich 23
11 Alttier 3 weiblich 24
12 Kitz < 1 männlich 19
13 Jungtier 2 männlich 24
14 - - - -
15 Kitz < 1 weiblich 21
16 Kitz < 1 männlich 17
17 Jungtier 2 weiblich 22
18 Kitz < 1 männlich 14
19 - - - -
20 - - - -
21 - - - -
22 - - - -
23 Alttier 3 weiblich 25
24 - - - -
25 Alttier 8 weiblich 25
26 Jungtier 2 männlich 18
27 - - - -
28 Alttier 4 männlich 25
29 - - - -
30 Kitz < 1 weiblich 17
Kitz < 1 Jahr Jungtier < 3 Jahre Alttier ≥ 3 Jahre
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8.2 Anhang zu Ergebnisse
Tabelle 8.5 Übersicht der positiven Proben bei Reh und Rothirsch
Reh Nummer Rothirsch
Kot Kot Lymphknoten Tonsille
- 1 + - -
+ 2 + - -
+ 3 + - +
+ 4 - - -
+ 5 - - -
+ 6 + - -
+ 7 + - -
+ 8 + - -
+ 9 + + -
+ 10 - + -
+ 11 + + -
+ 12 + + +
- 13 - + +
+ 14 - + +
+ 15 + - -
- 16 + - +
+ 17 + + +
+ 18 + + +
- 19 - - +
- 20 + + -
- 21 + + -
+ 22 + - -
- 23 - + -
+ 24 + + -
+ 25 + + -
+ 26 - + -
- 27 - + -
+ 28 + + +
+ 29 + + -
+ 30 + + -
+=stx-positiv -=stx-negativ
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Tabelle 8.6 Probenmatrizes der stx-positiven Rothirschproben in Bezug zum Geschlecht
positives Probenmaterial Gesamt Männlich Weiblich
gesamt trächtig
nur Kot 7 2 5 0
nur Lymphknoten 4 1 3 2
nur Tonsille 1 0 1 0
Kot und Lymphknoten 8 5 3 3
Kot und Tonsille 2 0 2 1
Lymphknoten und Tonsille 2 0 2 1
Kot, Lymphknoten und Tonsille 4 1 3 2
stx-positive Tiere 28 9 19 9
Tabelle 8.7 Probenmatrizes der stx-positiven Rothirschproben in Bezug zum Alter
positives Probenmaterial Gesamt Kalb Jungtier Alttier
nur Kot 7 3 4 0
nur Lymphknoten 4 0 1 3
nur Tonsille 1 0 1 0
Kot und Lymphknoten 8 3 1 4
Kot und Tonsille 2 0 0 2
Lymphknoten und Tonsille 2 1 1 0
Kot, Lymphknoten und Tonsille 4 2 0 2
stx-positive Tiere 28 9 8 11
Kalb < 1 Jahr Jungtier < 3 Jahre Alttier ≥ 3 Jahre
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Tabelle 8.8 Ergebnisse der Bestätigung mittels Api 20E
Isolat Zahlencode E. coli zu [%]
Rothirsch
T3.1ON 5/1/4/4/7/6/2 99,4
K6.2ON 5/5/4/4/5/7/2 99.2
K8.1D 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K8.2ON 5/0/4/4/7/7/2 88.7
K11.2D 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K11.1ON 7/0/4/4/5/7/2 99,9
L11D 5/1/4/4/7/6/2 99,4
L11.1ON 5/1/4/4/7/6/2 99,4
K12.1D 5/1/4/4/7/3/2 99,7
K12.1ON 5/1/4/4/7/3/2 99,7
L12.1.1ON 5/1/4/4/7/3/2 99,7
T12.1.2ON 5/1/4/4/7/3/2 99,7
L14.1ON 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K17D 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K17ON 5/0/4/4/5/5/3 94,7
K18.2D 5/1/4/4/5/7/2 99,5
K18.1ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
T18.3ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
K21.1D 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K21.1ON 5/1/4/4/5/6/2 97,4
K22.2ON 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K24.2D 5/0/4/4/5/5/3 94,7
K24.2ON 5/0/4/4/5/5/3 94,7
K25.1ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
L27.1ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
K28.1D 5/0/4/4/5/7/2 99,9
K28.1ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
L28.1ON 5/0/4/4/7/7/2 88,7
K29.1ON 5/1/4/4/7/6/2 99,4
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Isolat Zahlencode E. coli zu [%]
Reh
K2.1.2ON 5/0/4/4/5/7/2 99,9
K3.2D 5/1/4/4/5/6/2 97,4
K3.1.2ON 5/1/4/4/5/6/2 97,4
K5.1.2ON 5/1/4/4/5/7/2 99,5
K6.2.2ON 1/1/4/4/7/5/2 99,0
K8.2ON 1/0/4/4/5/3/2 89,7
K9.1ON 1/1/4/4/7/5/2 99,0
K11.1D 5/1/4/4/5/5/2 99,9
K11.2ON 5/1/4/4/5/7/2 99,5
K12.2ON 5/1/4/4/5/6/2 99,8
K18.3ON 7/0/4/4/7/7/2 97,4
K22.2ON 7/0/4/4/5/7/2 99,9
K=Kot L=Lymphknoten T=Tonsille
D=Direkt-Platte ON=Overnight-Platte
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Tabelle 8.9 Virulenzgene und stx-Subtypen der 29 Isolate von Rothirschen und der 12
Isolate von Rehen
Isolat stx1 stx1c stx1d stx2 stx2c stx2d stx2e stx2f eae hlyA saa
Rothirsch
T3.1ON +
K6.2ON + +
K8.1D +
K8.2ON +
K11.2D +
K11.1ON +
L11D +
L11.1ON +
K12.1D + + +
K12.1ON + + +
L12.1.1ON + + +
T12.1.2ON +
L14.1ON +
K17D +
K17ON + +
K18.2D + +
K18.1ON +
T18.3ON +
K21.1D +
K21.1ON +
K22.2ON +
K24.2D + +
K24.2ON + +
K25.1ON +
L27.1ON + +
K28.1D +
K28.1ON +
L28.1ON + +
K29.1ON +
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Isolat stx1 stx1c stx1d stx2 stx2c stx2d stx2e stx2f eae hlyA saa
Reh
K2.1.2ON + +
K3.2D + +
K3.1.2ON + +
K5.1.2ON +
K6.2.2ON + +
K8.2ON +
K9.1ON + +
K11.1D + + +
K11.2ON + + +
K12.2ON + +
K18.3ON +
K22.2ON + +
K=Kot L=Lymphknoten T= Tonsille D=Direkt-Platte ON=Overnight-Platte
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Tabelle 8.10 Serovare der 29 Isolate von Rothirschen
und der 12 Isolate von Rehen
Isolat Serovar
Rothirsch
T3.1ON O21 H21
K6.2ON O88 [H8]
K8.1D O146 H28
K8.2ON O146 H28
K11.2D O130 [H30]
K11.1ON O130 [H30]
L11D O21 H21
L11.1ON O21 H21
K12.1D O174 H8
K12.1ON O174 [H8]
L12.1.1ON O174 H8
T12.1.2ON O130 [H30]
L14.1ON O146 H28
K17D O146 H28
K17ON O18 H49
K18.2D O130 [H30]
K18.1ON O130 [H30]
T18.3ON O130 [H30]
K21.1D Orau H28
K21.1ON Orau H28
K22.2ON O130 H30
K24.2D O18 [H49]
K24.2ON ONT H49
K25.1ON O130 [H30]
L27.1ON O146 H28
K28.1D Orau H28
K28.1ON Orau H28
L28.1ON Orau H28
K29.1ON O21 H21
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Isolat Serovar
Reh
K2.1.2ON O146 H28
K3.2D O21 H21
K3.1.2ON Orau [H21]
K5.1.2ON Orau H28
K6.2.2ON O110 [H31]
K8.2ON Orau H28
K9.1ON O110 [H31]
K11.1D O142 H16
K11.2ON O21 H21
K12.2ON Orau H21
K18.3ON Orau H28
K22.2ON Orau H28
K=Kot L=Lymphknoten
T= Tonsille D=Direkt-Platte
ON=Overnight-Platte
[]=unbeweglich NT=not typable
Abbildung 8.1 Api 20E einiger STEC
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Abbildung 8.2 Schmelzkurven der stx1- und stx2-positiven Probe von Rothirsch Nr. 12
Abbildung 8.3 Schmelzkurven der Virulenzgene und stx-Subtypen bei 56 ◦C
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Abbildung 8.4 Amplifikationskurven des Subtypen stx1c
Abbildung 8.5 Schmelzkurven des Subtypen stx1c
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Tabelle 8.11 Ergebnisse des Fisher-Tests
Variablen stx-positiv stx-negativ n p-Wert
Kot Hirsch 21 9 30 1,00Reh 22 8
Geschlecht männlicher Hirsch 9 1 30 1,00weiblicher Hirsch 19 1
weiblich trächtig 9 1 20 1,00weiblich nicht trächtig 10 0
männliches Reh 7 3 20 0,58weibliches Reh 9 1
Alter Hirschkalb 9 1 30
1,00Hirschjungtier 8 0
Hirschalttier 11 1
Rehkitz 7 1 20
0,28Rehjungtier 2 2
Rehalttier 7 1
Matrix Kot 21 9 30 0,59Lymphknoten 18 12 30
Kot 21 9 60 4x10−3*Tonsille 9 21 30
Lymphknoten 18 12 30 0,04*Tonsille 9 21 30
Direkt-Platte Hirschkot 12 9 21 0,03*Rehkot 5 17 22
stx-Gen stx1 3 67 70 < 2x10−16*stx2 70 0
Medium BPW 29 11 40 0,81mTSB+N 27 13
n=Stichprobenumfang BPW=gepuffertes Peptonwasser
mTSB+N=modified Tryptic Soy Broth + Novobiocin
*signifikanter Unterschied (Signifikanzniveau α=0,05)
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